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Résumé
La stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA) est caractérisée par l’accumulation excessive
de lipides intrahépatiques. ElLe représente un problème médical d’envergure qui est
fortement associé à l’obésité et au diabète de type 2. Les causes exactes de la SHNA sont
encore méconnues. Il semble que la SHNA soit principalement due à l’augmentation des
lipides circulants et la stimulation des voies de synthèse des lipides hépatiques,
accompagnées d’un mauvais ajustement de l’oxydation des lipides hépatiques et de ta
sécrétion de VLDL. Par ailleurs, de plus en plus d’évidences suggèrent que l’accumulation
de lipides intrahépatiques entraîne une diminution de la sensibilité à l’insuline au niveau
hépatique. L’exercice représente un moyen potentiel de prévention et de traitement de la
SHNA et de l’insulino-résistance hépatique qui en découle. L’activation de l’AMPK
hépatique pourrait être un mécanisme par lequel l’exercice exerce ses effets bénéfiques sur
la SHNA et l’insulino-résistance hépatique.
Le modèle expérimental utilisé au cours de cette thèse fut le rat nourri avec une diète riche
en lipides (11F). L’objectif de la première étude était d’évaluer si l’entraînement entrepris
de façon concomitante à $ sem de diète 11f permettrait de prévenir la SHNA qui survient
normalement lors de l’ingestion chronique de diètes Hf. Les résultats de cette étude
révélèrent que la diète Hf induisit une SHNA, qui fut complètement prévenue par la
réalisation simultanée d’un programme d’entraînement. La 2 étude visait à évaluer si un
programme d’entraînement de $ sem, débuté à la 9e sem d’un total de 16 sem de diète Hf,
permettrait de favoriser la résorption de la SHNA déjà présente. Dans cette étude, les effets
de l’entraînement furent difficiles à évaluer puisque suite à 16 sem de diète 11f et de
sédentarité, les rats ne présentèrent pas de $HNA significative, contrairement à ce qui avait
été observé après $ sem de diète 11f. Ces résultats entraînèrent ainsi l’élaboration de
l’hypothèse de recherche de la 3e étude, selon laquelle l’accumulation de lipides
intrahépatiques, lors de l’ingestion chronique d’une diète HF, ne se ferait pas de façon
linéaire. Les résultats de cette étude confirmèrent cette hypothèse et montrèrent que
l’accumulation de lipides intrahépatiques était drastique (-27 mg/g vs l3 mg/g; rats Hf vs
rats nourris avec une diète standard (SD), respectivement) dans les 2 premières sem de
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diète Hf et que la SHNA se résorbait ensuite d’elle-même pendant les sem suivantes, pour
ré-augmenter à des niveaux plus bas après 16 sem de diète HF (20 rng/g vs 13 mg/g; rats
Hf vs rats SD).
La dernière étude visait à évaluer si l’exercice aigu améliore l’insulino-résistance hépatique
liée à la SHNA et si cette amélioration pourrait être associée à l’activation de l’AMPK
hépatique par l’exercice. Les résultats de cette étude montrèrent que les rats Hf souffraient
d’insulino-résistance hépatique et avaient des niveaux de phospho-AMPK (la forme active
de l’AMPK) 30% plus faibles que les rats SD. L’exercice aigu eut pour effet d’améliorer la
sensibilité hépatique à l’insuline des rats Hf, ce qui était associé au retour à la normale des
niveaux de phospho-AMPK.
En somme, les résultats de nos études soulignent l’intérêt d’inclure la pratique d’exercice
dans la prévention et le traitement de la stéatose hépatique et de l’insulino-résistance
hépatique induite par les lipides. Ils suggèrent de plus que les effets bénéfiques de
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Nonalcoholic hepatic steatosis is characterized by an excessive accumulation of lipids
within the hepatic parenchyma. It is now recognized as the hepatic component of the
metabolic syndrome and is titghtly Ïinked with obesity and type 2 diabetes. The exact
mechanisms leading to hepatic steatosis stili remain elusive. However, it seems that hepatic
steatosis is mainly due to the increase in circulating fatty acids and stimulation of lipid
synthesis in the liver, but an insufficient adjustment of liver lipids oxidation and VLDL
secretion. An increasing body of evidence suggests that hepatic steatosis leads to liver
insulin resistance. Exercise is an interesting potential tool in the prevention and treatment of
hepatic steatosis and lipid-induced liver insulin resistance. Exercise could exert its
beneficial effects on hepatic steatosis and liver insulin resistance via the activation of the
signaling pathway ofhepatic AMPK.
The 4 studies conducted during thïs thesis were donc using the rat mode! of high-fat (I-1f)
diet-induced hepatic steatosis. The aim ofthe first study was to assess the preventive effects
of concurrent exercise training on Hf diet-induced hepatic steatosis. The resuits of this
study revealed that when conducted concurrently to a Hf diet regimen, exercise training
completely prevented the induction of hepatic steatosis. The second study aimed at
determining if exercise training conducted during the last 8 weeks of a I 6-week Hf diet
regimen could reverse hepatic steatosis. In this study, the effects of exercise training on
hepatic steatosis were difficult to assess because 16 weeks of Hf feeding and sedentarism
resulted in no significant hepatic steatosis, contrary to what had been found afier 8 weeks of
11F feeding. However, these resuits lcd us to postulate that Hf diet-induced liver lipid
infiltration does not progress linearly over time. We confirmed this hypothesis in the
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study, in which liver lipid content increased rapidly in the first 2 weeks of HF feeding (.27
mg/g vs ‘-‘13 mg/g; Hf-fed vs standard-feU rats (SD). respectively), decreased almost to
baseline levels between week 2 and 6, and re-increased by 17% between week 6 and 16
(‘-‘20 mg/g vs ‘-‘13 mg/g; HF-fed vs SD-fed, respectively).
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The purpose of the last study was to determine whether an acute bout of treadmiil running
could improve 11f diet-induced hepatic insulin resistance in rats, and if this could be
associated with liver AMPK activation by exercise. Insulin-induced suppression of hepatic
glucose output was altered in HF-fed rats, which also showed levels of hepatic phopho
AMPK (the active form of AMPK) that were 30% less than in $D-fed rats. An acute bout
of exercise resulted in enhanced hepatic insulin sensitivity, associated with the restoration
ofphospho-AMPK to the levels of SD-fed rats.
In summary, the resuits of our work emphasize the interest in considering exercise as an
important tool for the management of fatty liver and hepatic insulin resistance. Our resuÏts
also suggest that liver AMPK activation could be a mechanism by which exercise mediates
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Introduction générale de la thèse
Les travaux de recherche présentés dans cette thèse ont été réalisés entre les années 2001 et
2005 sous la supervision de Jean-Marc Lavoie, au sein du Laboratoire de recherches
métaboliques sur le foie et l’exercice, situé au département de kinésiologie de l’Université
de Montréal. Depuis sa création, le progranime de recherche du laboratoire de Jean-Marc
Lavoie a porté principalement sur les adaptations métaboliques du foie suite à l’exercice
aigu et chronique, ainsi que sur la contribution hépatique afférente dans la régulation
métabolique et hormonale dans différentes situations telles l’exercice, le jeûne et l’obésité.
Plus récemment, les intérêts de recherche de Jean-Marc Lavoie se sont plutôt concentrés sur
de l’étude de l’obésité et de l’impact de l’exercice dans cette problématique et ce, grâce à
l’utilisation de deux modèles d’induction de l’obésité chez le Rat l’obésité induite par une
diète riche en lipides et celle induite par l’ovariectomie. Ses intérêts marqués pour le
métabolisme hépatique d’un côté et pour l’obésité d’un autre ont ainsi amené Jean-Marc
Lavoie à développer un axe de recherche sur les causes et les conséquences de ce qui est
maintenant de plus en plus considéré comme la composante hépatique du syndrome
métabolique la stéatose hépatique non-alcoolique (27, 14$).
Les quatre études expérimentales présentées dans le cadre de cette thèse s’inscrivent
précisément dans cet axe de recherche. Elles avaient pour objectif général d’élargir les
connaissances sur les causes et les conséquences de la stéatose hépatique non-alcoolique
associée à l’obésité, ainsi que d’étudier les rôles préventif et curatif possibles de l’exercice
physique sur cette affection hépatique. Ceci s’est réalisé à l’aide du modèle d’obésité
induite par une diète riche en lipides chez le rat. Afin de mettre ces études en contexte, le
premier chapitre de cette thèse sera consacré à la présentation d’une revue de la littérature
comportant quatre grands volets, soient : 1) tine introduction générale à la stéatose
hépatique non-alcoolique, 2) une présentation des causes possibles de cette affection
hépatique, ainsi que 3) de sa conséquence principale: l’insulino-résistance hépatique et
enfin, 4) le rôle de l’exercice physique dans cette problématique. Au cours de la dernière
section de ce premier chapitre, les objectifs distincts ainsi que la démarche menant à
l’élaboration des hypothèses de recherche de chacune des études seront présentés. Le
2deuxième chapitre sera consacré à la présentation, en ordre chronologique de réalisation,
des quatre études expérimentales accomplies dans le cadre de cette thèse. Finalement, le
troisième chapitre sera consacré à une discussion générale concernant les résultats obtenus
à partir des études expérimentales réalisées dans le cadre de cette thèse.
1. Chapitre 1: Revue de la littérature
1.1. Introduction
La prévalence de l’obésité est en pleine croissance dans les pays industrialisés mais aussi à
travers le monde. Aux États-Unis, plus de 30% de la population répond aux critères de
diagnostic d’obésité (211). L’obésité est la cause principale de l’insulino-résistance et de
l’hyperinsulinémie, qui, elles, prédisposent à l’intolérance au glucose et éventuellement au
diabète de type 2. La combinaison fréquente d’obésité abdominale, d’insulino-résistance
et/ou d’intolérance au glucose et/ou de diabète de type 2, dc haute pression artérielle et de
dyslipidémie athérogénique chez un même individu a entraîné l’élaboration du concept de
«syndrome métabolique» que l’on peut également retrouver sous l’appellation de
syndrome d’insulino-résistance (178). Aux États-unis, plus d’un quart de la population âgée
de plus de 25 ans rencontrerait les critères de diagnostic du syndrome métabolique (71).
Somme toute, le syndrome métabolique peut être considéré comme un amalgame des
complications dues à l’obésité (71). (108)
Il apparaît maintenant indéniable que l’obésité, les dyslipidémies, l’insulino-résistance et le
diabète de type 2 représentent des facteurs de risque sérieux pour le développement de
maladies hépatiques reliées au foie gras non-alcoolique, retrouvées dans la littérature
scientifique sous l’appellation de langue anglaise NonaÏcoholicfatty Ïiver disease (NAFLD)
(146-148). En effet, jusqu’à 86% des gens souffrant d’obésité et 50% à 75% des patients
souffrant de diabète de type 2 sont aussi atteints de NAfLD (14, 41, 49, 87, 146, 153, 193).
Les diabétiques obèses sont de manière quasi systématique atteints de NAfLD et les gens
atteints de NAfLD sont pratiquement tous insulino-résistants (14, 41, 49, 87, 146, 153,
193). Ce lien entre les différentes composantes du syndrome métabolique et le NAfLD est
de plus confirmé par les études conduites chez le modèle animal (52). En effet, les modèles
d’obésité et d’insulino-résistance induites par des diètes riches en lipides (18, 63, 107, 128,
157, 200) ou riches en sucrose (11, 157) ainsi que les souris spontanément obèses ob/ob,
spontanément obèses et diabétiques db/db, les rats spontanément obèses Zuckerfa/fa (ZF),
et les rats spontanément obèses et diabétiques Zucker (ZDF), sont tous caractérisés par la
présence de NAfLD (52, 118, 128, 200). De ce fait, il a récemment été proposé que le
4NAfLD constituerait la composante hépatique du syndrome métabolique (27, 52, 147,
14$). Ainsi, suite à l’augmentation en flèche de la prévalence de l’obésité et du diabète de
type 2 à travers le monde, le NAfLD représente maintenant un problème médical de plus
en plus répandu non seulement en Amérique du Nord (215), en Europe (14), en Australie
(120) mais également en Asie (65, 164) et au Moyen-Orient (60). Aux États-unis, le
NAFLD est maintenant la maladie hépatique chronique la plus répandue, touchant entre
20% et 34% de la population générale (7, 24, 145, 163, 215). De plus, suite à
l’augmentation de la prévalence de l’obésité et du diabète de type 2 chez les enfants et les
adolescents, de plus en plus de cliniciens s’intéressent au NAFLD et en rapportent des cas
au sein de cette population (27, 47, 225).
1.1.1. Généralités sur le NAfLD
Le Nonalcoïzolicfatty liver disease (NAFLD) est en fait un terme générique englobant un
large continuum de dommages hépatiques chroniques et progressifs survenant chez des
gens consommant peu ou pas d’alcool, mais dont les caractéristiques de l’histopathologie
hépatique ne peuvent se distinguer de la stéatose alcoolique. De son expression la plus
bénigne à la plus maligne ainsi qu’en ordre chronologique d’apparition probable, le
NAFLD semble progresser de la simple stéatose hépatique, à la stéatohépatite non
alcoolique (NASH; présence de stéatose et d’inflammation). Il peut ensuite dégénérer
progressivement vers la nécrose, la fibrose et la cirrhose hépatiques, voire même
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Figure I. Schéma illustrant le continuum progressif du NAFLD. La première atteinte hépatique du NAFLD
est la stéatose hépatique désignant une accumulation de lipides intracellulaires. Entre 20 et 34% de la
population générale serait atteinte de stéatose hépatique (7, 24, 64, 145, 163, 215). La stéatose peut ensuite
progresser vers la stéatohépatite; 3% de la population générale serait atteinte de stéatohépatite (64). Il semble
que parmi les cas de stéatohépatite, 50% progressent vers de la fibrose hépatique, 20% dégénèrent en cirrhose
et 3% développent même de l’insuffisance hépatique terminale (86). Il a été suggéré qu’un certain nombre de
cas de carcinomes hépatiques seraient dus à la présence initiale de stéatose hépatique (45, 149).
61.1.2. Historique
La reconnaissance de la présence de stéatose hépatique survenant sans consommation
d’alcool a été rapportée dès 1938 chez des sujets diabétiques (43) et dès 195$ chez des
sujets obèses (240). Plusieurs décennies plus tard, l’acronyme NASH pour nonalcoholic
steatohepatitis fut crédité à Ludwig et al. (143) à la suite d’une étude du Mayo Clinic
publiée en 1980 rapportant des caractéristiques histologiques hépatiques ressemblant au
type d’hépatite rencontrée chez les alcooliques, mais trouvées chez des patients ne
consommant pas d’alcool. En 1999, Matteoni et al. (151) élargirent le concept de NASH à
NAFLD pour nonaÏcohoÏic fatty Ïiver disease afin d’y inclure la stéatose simple sans
présence d’inflammation, de nécrose ou de fibrose du tissu hépatique. Depuis, la littérature
sur le sujet ne cesse de s’accroître. En l’an 2000, une recherche à l’aide des mots-clés
« NonaÏcohoÏicfatty liver OR non-aÏcoholicJatty liver» dans la base de données Mediine ne
rapportait que 202 articles alors qu’elle en rapporte aujourd’hui 1037.
1.1.3. Le développement du NAfLD : te « two-hit mode! » de Day
Selon la théorie de Day et James, émise pour la première fois en 1998, la pathogenèse du
NAFLD se déroule en 2 «coups» (2 «hits ») (51). Le premier coup représente le
développement de la stéatose hépatique simple qui, elle, augmente la sensibilité du foie aux
coups» que sont principalement le stress oxydatif, la présence de cytokines pro-
inflammatoires et d’insulino-résistance et, finalement, les besoins énergétiques accrus. Ces
coups» seraient à l’origine des lésions hépatiques et de l’inflammation menant à la
stéatohépatite et, éventuellement dans certains cas, à la fibrose et à la cirrhose hépatique
(51). Ainsi selon ce modèle, la stéatose hépatique non-alcoolique simple n’est plus une
condition bénigne, mais plutôt la première étape du NAFLD prédisposant à la progression
de la maladie vers la NASH et ses complications (50). Selon les quelques études
longitudinales de suivis de patients effectuées, environ 50% des gens atteints de NASH
développeraient éventuellement de la fibrose, 20% une cirrhose et 3% de l’insuffisance
hépatique terminale (86).
7Figure 2. Illustration du iwo-hit mode! de Day dans la pathogenèse de la NASH. La stéatose reliée à l’obésité
serait principalement due au relargage accru d’acides gras libres (AGL) dans la circulation par les adipocytes
engorgés. Le foie stéatosé devenu insulino-résistant deviendrait ainsi vulnérable aux lésions qu’induisent le
stress oxydatif et la péroxidation des lipides qui en résulte, aux effets inflammatoires et à l’insulino-résistance
induites par le TNF-Œ, ainsi qu’aux situations de besoin accru en ATP, induisant ainsi la stéatohépatite. UC?
2: Uncoupling protein 2; ffA: Free fatty acids; TNF-Œ: Tumor necrosis factor alpha; PPARa: Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha; IKK: IkappaB kinase-beta; NASH: Nonalcoholic steatohepatitis. Tiré
de Day (49).
Le contenu de cette thèse portera principalement sur le « 1e1 coup », soit la stéatose
hépatique non-alcoolique. Seront abordées ses causes et ses conséquences dans un contexte
d’obésité et d’insulino-résistance ainsi que le rôle de l’exercice dans cette problématique.
La NASH sera brièvement décrite à la section 1.1.4. (Pour de plus amples infonnations sur











1.1.4. La stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA)
La stéatose hépatique (ou foie gras) non-alcoolique est un terme médical désignant une
infiltration excessive et plus ou moins sévère de lipides au sein du parenchyme hépatique.
Elle constitue le premier stade d’atteinte hépatique sur le continuum du NAFLD (151).
Chez l’être humain, le premier critère de diagnostic de cette forme de stéatose est déterminé
en clinique et repose sur une consommation d’alcool rapportée comme étant inférieure à
820g/jour chez la femme et 40g/jour chez l’homme (27). Le deuxième critère de diagnostic
repose sur la détection de la présence excessive de lipides au sein des hépatocytes. Il a
récemment été fixé à une infiltration de lipides supérieure à 5% de la surface du
parenchyme hépatique ou du poids du foie, selon la technique de mesure utilisée (117,
215). Chez le modèle animal, les critères de diagnostic de la stéatose hépatique ne sont pas
très bien définis, probablement en partie à cause du caractère expérimental de la recherche
conduite chez l’animal. Ainsi, le diagnostic de la stéatose hépatique chez l’animal repose
simplement sur la mesure d’un contenu hépatique en lipides supérieur chez le groupe
expérimental comparativement à son groupe contrôle. Chez les rats sains de souche
Sprague-Dawley ou Wistar, le contenu en triacylglycérols (TAG) hépatiques se situe
normalement entre 2 et 14 mg/g de foie. Ces niveaux peuvent augmenter jusqu’à 70 mg/g
suite à l’administration de diète riche en lipides. Chez les souris ob/ob, db/db et les rats
ZDf, ces niveaux peuvent atteindre plus de 150 mg/g de façon spontanée (Tableau I).
9Tableau 1. Tableau synthèse rapportant les résultats d’analyses biochimiques et histologiques des lipides
hépatiques au sein de différents modèles de rongeurs.
Tovat et al. Rats
2005 (226) ZDf
-Diminution de l’expression de
DGAT2 (DGAT2-ASO)
-Diète riche en lipides (HF)
(60%, kcal; 8 sem)
Diète riche en soya ou caséine.
Contrôles —19 mglg
HF : —71 mglg*
Hf-DGAT2-ASO: -27 mglg
ZDF caséine : 0,6 mmol/L
ZDf diète soya: 0,3 mmol/L*
Analyse histologique
qualitative (H&E) : présence
de stéatose chez DL,
diminution chez DGAT2-ASO
Analyse histologique
qualitative : présence de
stéatose avec caséine, réduite











Diète HF (huile de poisson
riche en acides gras n-3 ou
huile de carthame)
Contrôle : 2,58 rng/g
Diète I-1f (huile de poisson)
7,87 mg/g
Diète HF (huile de carthame)
20,20 mg/g*
Contrôles : —12,Imglg
ob/ob : —176,2 mglg*
Contrôles : 2,27 mg/g
I-If 1 sem : 6,7 rng/g
I-1f 8 sem : 24,25 mglg*
Contrôles : — 9 rng/g
HF : —25 mg/gt
ND
Analyse histologique
qualitative : présence de
stéatose sous forme de fines
gouttelettes jusqu’à 4





Bacon et al. Sprague
1984 (Il) Datvley
mâles
Diète riche en sucrose Contrôles : — 8 mglg
25-35% sucrose : — 20 mg*
40-50% sucrose: — 25 mgg*
Analyse histologique
qualitative : présence de
niacro- et de microvésicules
chez rat 40% sucrose.
Shimomura Souris
et al. 1999 ob/ob
(200)
Biddinger et Souris





Contrôles : 15,4 mg/g
ob/ob: 154 mg/g*
Diète HF (55%, kcal; 18 sem) C57BI/B6 contrôles: —25 mg/g
C57BI/B6 Hf :
— 110 mglg*
l29S6/SvEvTac contrôles: — 8
mglg
129S6/SvEvTac l-IF: — 50 mg/g*
Analyse histologique
qualitative : stéatose








Résultats biochimiques des TAG Analyse histologique











Diète KF (25%. kcal)
































Diète HF (60% lipides, kcal) 10
sem chez rats Sprague-Dawley
Rats ZF Administration d’olmesartan
(01m; un bloqueur du récepteur
de type 1 à l’angiotensine 2)
Diète HF (65% lipides, kcal) ou
SD (9% lipides, kcal) pendant 6
sem
Diète HF (35% lipides, kcal) ou
SD pendant 8 sem
Diète HF pendant 3 sem
Diète l-IF (59% lipides, kcal) ou
SD pendant 3 sem
diète HF (15% lard, 2%
cholestérol, 83% de diète SD;
kg) 6 sem
diète HF (15% lard, 2%
cholestérol, 83% de diète SD:
kg) 6 sem
Résultats biochimiques des lipides
hépatiques
Sprague-Dawley SD: — 10 mg/g
Sprague-Dawley HF : — 20 mglg*
ZDF contrôles: 50 mglg
ZDF — 175 mg/g*
ob/ob contrôles: 10 mg/g
ob/ob: 40 mg/g*
db/db contrôles: 10 mfg
db/db : — 120 mg/g*
Contrôles : —2 mglg
Contrôles + olm 2 mg/g
ZF:—22mg/gt
ZF + olmesartan: 12 mg/g
Contrôle : 27,5 mglg
Diète lard : 39,5 mg/g*
Diète huile n-6 AA: 37,1 mg/gt
Diète huile n-3 EPA : 29,7 mg/g
SD-Sed: TAG: 9,27 ± 4,6 mg/g;
Lipides: 41,8±4,1 mglg
HF-Sed: TAG: 17,6±5,5 mg/gt;
Lipides: 76,1 ± 7,7 mg/g*
SD: Lipides: 37,4+ 1.1 mglg
HF: Lipides: 53.0±3.1 mnlg*
HF : TAG : 33,8 ± 2,3 mJg
SD-Sed: TAG: —3 mglg





qualitative : Présence de
stéatose chez les rats ZF qui
est prévenue avec le
traitement à l’olmesartan.
Analyse histologique
qualitative : Présence de
stéatose macrovésiculaire













Diète riche en lard (graisses
saturées), en huile n-6 AA ou































Diète Hf : —70 mglg
Diète HF : —60 mglg
WT : —$ mg/g
Txnip : —22 mg/g*
* Significativement différent du groupe contrôle respectif, P < 0,05.
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La présence de lipides au sein des hépatocytes se mesure de trois façons 1) grâce à des
techniques d’imagerie médicale, 2) grâce à un dosage biochimique à partir d’un homogénat
du tissu, 3) grâce à une analyse histologique du tissu préalablement teinté à l’aide de
teintures de routine (hématoxyline et éosine) et/ou de teintures spécifiques aux lipides (Ou
red O, Noir Soudan) (Figure 3). Chez l’être humain, les deux dernières techniques
requièrent la pratique d’une biopsie hépatique.
1.1.4.1. L’imagerie médicale
Les techniques d’imagerie médicale, telles l’échographie, la tomographie, la résonance
magnétique et la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (SRMN) (142, 206, 215)
peuvent être utilisées afin de détecter la présence de stéatose hépatique. Leurs avantages
sont d’être des tecimiques in vivo, non invasives. De plus, elles permettent une évaluation
plus objective de la stéatose que l’analyse histologique ainsi que l’évaluation d’une plus
Figure 3. Coupes histologiques hépatiques teintées à I’Oil Red O illustrant un foie normal de souris (A) et un
foie de souris infiltré de vésicules de lipides (en rouge) (B). Tiré de Grégoire et al. ($4).
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grande portion du foie que ce que permet la biopsie hépatique, éliminant ainsi un
pourcentage d’erreur relié à l’échantillonnage (11, 215). La $RMN serait la technique
d’imagerie la plus valide, la plus précise et la seule permettant de quantifier le contenu en
triacylglycérols hépatiques, ceci par mesure directe du spectre des protons contenus dans
les acides gras les composant (214). C’est d’ailleurs une technique de plus en plus utilisée
en recherche. Il semble que l’utilisation des autres techniques d’imagerie ne soient fiable
que lorsque l’infiltration hépatique de lipides est supérieure à 33% du volume de l’organe
(190), alors que le critère de diagnostic du NAfLD est maintenant le plus souvent fixé à
5% d’infiltration (117, 163, 215). La SRMN serait quant à elle fiable et valide à partir de
résultats aussi faibles que 0,1% d’infiltration des hépatocytes (214, 215). Les désavantages
majeurs de ces techniques d’imagerie pour le diagnostic du NAFLD sont qu’elles
requièrent un budget et un appareillage important. De plus, elles ne permettent pas
d’évaluer l’histologie hépatique et donc, de différencier la stéatohépatite de la simple
stéatose (3). Par contre, l’utilisation de la SRMN reste une technique d’investigation très
intéressante pour la recherche sur la stéatose hépatique chez l’être humain, permettant, de
par son caractère in vivo et non invasif, l’élaboration de designs expérimentaux et
longitudinaux.
1.1.4.2. La biopsie hépatique
La biopsie hépatique est une méthode invasive et douloureuse. Une grande proportion de
patients refuse d’avoir recours à la biopsie hépatique comme méthode de dépistage. Son
usage dans la recherche expérimentale chez l’être humain est donc limité et les études
rapportant des résultats de biopsies hépatiques sont plus souvent qu’autrement à caractère
épidémiologique. Ces études sont d’ailleurs basées sur les résultats de cohortes de patients,
sans la possibilité d’avoir de réels groupes contrôles. Suite à la biopsie, une analyse
biochimique du contenu en lipides hépatiques est envisageable mais, à cause de la petite
quantité de tissu recueillie, l’analyse histologique est habituellement pratiquée puisqu’elle
fournit de plus amples Informations. Cette analyse histologique de l’infiltration des lipides
et de la morphologie du tissu est réalisée par un ou plusieurs pathologistes et est
généralement à caractère qualitatif et/ou semi-quantitatif. Certains chercheurs ont tenté de
réduire la subjectivité du diagnostic de la stéatose en quantifiant les lipides hépatiques
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teintés à l’Oil red O à l’aide d’un logiciel informatique de capture et d’analyse d’images
(70). Par contre, ce genre de méthode requiert plus de temps de la part du pathologiste et est
donc rarement utilisé pour le diagnostic du NAFLD.
Ainsi, malgré son caractère invasif, semi-quantitatif et subjectif, l’analyse de
l’histopathoÏogie hépatique reste encore à ce jour le gold standard pour le diagnostic du
NAFLD (27). C’est de plus la seule méthode qui permette d’identifier la sévérité de la
maladie ainsi que le stade d’atteinte des hépatocytes sur le continuum du NAfLD (i.e.
stéatose simple, steatohépatite (NASH), présence de nécrose et de fibrose) et par le fait
même, de discriminer la stéatohépatite de la stéatose hépatique (27). Deux des méthodes
semi-quantitatives et/ou qualitatives les plus utilisées en clinique et en recherche chez l’être
l’humain pour l’analyse de la sévérité de la stéatose et des différentes lésions retrouvées
dans les cas de NASH, sont la méthode suggérée par Matteoni et al. en 1999 (151) et celle
validée par le NASH Clinical Research Network (1) et présentée sous forme d’article en
2005 par Kleiner et al. (117) (Tableaux II et III).
Tableau II. Catégories de NAFLD proposées par Matteoni et al. (151)
Catégorie I Stéatose simple
Catégorie 2 Stéatose + inflammation
Catégorie 3 Stéatose + dégénérescence par ballonisation
Catégorie 4 Stéatose + fibrose et/ou corps de Malloiy
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Tableau III. Système de score de la stéatose hépatique non-alcoolique et de la NASH proposé et validé par le
NASH Clinical Research Network (1). Tiré de Kleiner et al. (117).
Table 1. NASH Clinical Research Network Scoring System Definitions and Scores in Study Set
. Responses in Catngnry foi Sfody Set Cases
item Definluon Score?Cndn Aduit tu 575 Pediatnic In = 1621
Sibalonin
Lan- 10 mcdi um-power esaluation ai paiendrymai itruolvement
bp steatOtis
<5% 0 10% 3%
5%-33% 1 34% 29%
>33%-65% 2 31% 31%
>66% 3 26% 36%
Location Predominant distribution çettew
Zone 3 0 31% 14%
ZoneS 1 1% 12%
Atonal 2 37% 22%
Panacinar 3 31% 52%
Micnsesicuir steabtis’ Conti3jaus satches
Nof present O 90% 36%
Present 1 10% 4%
Fibrosis
Sta$n
None 0 40% 29%
Perisinusoidai or peripartal 1
lOri, zone 3. perisinusoidal 16 15% 4%
Moderato, sene 3 pensinusoidal 16 6% 5%
PonLperiportai 10 6% 27%
Perisinusoidol and pottal/peripurtni 2 12% 10%
Rridog Itimois 3 16% 17%
Cirrhneis 4 6% 9%
lelamnration
Lobuiar i Ilamma Lion Oneroil asseonutent al ail inlamrnale mci
No foot 0 14% 15%
<2 10cr per 2WX laId t 53% 00%
2-4 t per 200X lcld 2 27% 22%
>4 foci per 2x Aeld 3 6% 3%
Miorogrendiomas 5mai anga6s 0f mncmphagea
1ibsent 0 57% 13%
Ptesent 1 33% 47%
Large lipopanuiomas UsuaIl in portai ornas or arasenn tut central seins
beent 0 86% 99%
Pensent 1 14% 1%
Portai inliamrnaiion Assessed front Ion magnrilretion
None no nrir%mal 0 67% 67%
Grnater lIon minimal 1 33% 33%
Uver oeil injpo
Gatonneig
None 0 33% 40%
Fan ballons colis 1 36% 36%
Many cels/prominunt ballnoning 2 29% 15%
kidophii badinS
None 10 rarel 0 69% 30%
Many 1 11% 10%
Pinen1ed macrophages
Nonetoraret 0 87% 82%
Many 1 13% 18%
Megamilnchnnduia
None 10 raret 0 86% 95%
Sloop 1 14% 5%
OSer tindings
Mallorys fpaline Visible on routine strias
None In raret 0 80% 94%
Many j 20% 6%
Glynog’nrratad nuciei Contiguous porches
None b ramint 0 57% 71%
Many 1 43% 20%
Diagnostic classmtlcatmonf
Net steatahepalitis 0 31% 32%
Pœdble!booderlmne 1 26% 33%
Detnde sieaiohepabbs 2 33% 31%
oatonning classiication: loin indicates rare but defnite ballooned hepatocytes as wet as cnse Ui are diagnasticuily bnrderhne; examplno are shetrn h Fig 1.
Enampian 0f pirtchcs ni microsexicubr Ottiatosis md megamitechondiia are shoren in Fig. 2.
filin ‘Nana tut rarn caiegory 10 ornant te olloihe tire rend fur time-cansunring searthon foc rare ouamplas or delibetation anar diagnostlcally banicrline changes.
if 10e rutilons is iderdificri alter o moonriabie search, t stroulri ire cded as ‘nranY’
fDiatjrostic classiticaiian ans noS aetilabmn on 2 sels 01’ adul biopsy observations. reducing tire total of seoir observatians te 512.
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La stéatose hépatique peut être classée selon qu’elle est d’origine primaire ou secondaire
(64). En bref, le type primaire est associé au syndrome métabolique, à l’obésité, à
l’insulino-résistance et au diabète de type 2. Les causes exactes de la stéatose hépatique de
type primaire restent à ce jour inconnues, mais plusieurs mécanismes ont été proposés afin
d’expliquer ce phénomène. Ils feront l’objet d’une discussion à la section 1.2 de cette revue
de littérature. La stéatose hépatique de type secondaire serait quant à elle due aux effets
secondaires de certains médicaments et de certaines procédures chirurgicales, à l’ingestion
de toxines, ainsi qu’à des maladies et désordres divers (73).
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Tableau 1V. Origines du Nonalcoholicfatty liver disease. Adapté de Adams et al. (3).
Origine Associations Type de stéatose
Primaire Caractéristiques du syndrome Macrovésiculaire
métabolique
Secondaire
Nutritionnelle Nutrition parentérale, perte de poids Macrovésiculaire
rapide, famine, chirurgie de
déviation intestinale
Médicaments Glucocorticoïdes, estrogènes, Macrovésiculaire
tamoxifen, metrotrexrate, zidovudine




Toxines Champignons toxiques (amanites Macrovésiculaire
phalloïdes, Lepiota)
Prodtuts pétrochimiques, phosphore, Microvésiculaire
toxine du Bacillus Cereus maladie





Syndrome de Reye, stéatose aigu Microvésiculaire
gravidique de la femme enceinte
Autres Syndrome du colon inflammable, Macrovésiculaire
l-11V, diverticulose de l’intestin grêle
avec prolifération bactérienne
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Stéatose macro- oti inicrovésicutaire
L’excédant de lipides au niveau hépatique se retrouve majoritairement sous la forme de
triacylglycérols accumulés dans le compartiment cytosolique des cellules du parenchyme
sous la forme de macro- ou de microvésicules (26). Les macrovésicules sont de larges
vacuoles qui, dans la majorité des cas, décentrent le noyau de la cellule vers la membrane.
Les microvésicules sont quant à elles de fines gouttelettes dont la surface est généralement
inférieure à 1 jim2 et qui remplissent les hépatocytes sans en déplacer le noyau (73). Les
études épidémiologiques conduites chez l’être humain indiquent que la stéatose hépatique
non-alcoolique primaire est majoritairement macrovésiculaire (parfois mixte mais toujours
majoritairement macrovésiculaire) et distribuée de façon diffuse au sein de l’organe entier
(29). Il est par contre à noter que chez l’être humain, ces mesures sont habituellement faites
de façon ponctuelle, alors que la stéatose est souvent déjà bien installée, et ne permettent
pas d’identifier la façon dont ces macrovésicules se forment. À notre connaissance, seule
l’étude de Juggi et al. (107) conduite en 1979 comporte des données sur le caractère
morphologique des vésicules de lipides durant le développement de la stéatose hépatique
non-alcoolique induite par une diète riche en lipides. Dans cette étude transversale, un
échantillon de foie de rate était analysé chaque semaine durant $ semaines. Les auteurs
rapportent que la stéatose semble au départ caractérisée par l’accumulation de
microvésicules et ce, jusqu’à la 4e semaine. À partir de la 5e semaine, les vésicules
deviennent à prédominance macrovésiculaire, quelques-unes d’entre elles déplaçant le
noyau de l’hépatocyte vers la membrane (107). Bien que portant sur un nombre très
restreint d’échantillons, ces résultats confirment la théorie selon laquelle les macrovésicules
caractéristiques de la stéatose hépatique non-alcoolique primaire découleraient de
l’agglomération de microvésicules (29).
La stéatose à prédominance microvésiculaire serait quant à elle secondaire à des maladies
affectant la (3-oxydation hépatique telles le syndrome de Reye, la stéatose aiguè gravidique
de la femme enceinte, la maladie des vomissements de la Jamaïque, etc. (Tableau IV). Leur
pronostic serait généralement beaucoup plus grave, se soldant rapidement en insuffisance
hépatique terminale dans une grande proportion de cas (27). La raison pour laquelle ce sont
des microvésicules qui s’accumulent dans ce cas est encore à ce jour inconnue. Il a été
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proposé que ce pourrait être relié à la rapidité avec laquelle les lipides s’accumulent dans
ces conditions (30). Frornenty et Pessayre (76) ont quant à eux avancé l’hypothèse selon
laquelle lors du mauvais fonctionnement de la f3-oxydation caractéristique des cas de
stéatose microvésiculaire d’origine secondaire, une augmentation de la quantité d’acides
gras libres (AGL) intrahépatiques précéderait l’augmentation de TAG. Les AGL
formeraient ainsi un cerceau autour des TAG, avec leur face non-polaire liposoluble à
l’intérieur et leur face polaire hydrosoluble exposée vers l’extérieur de cette structure,









Figure 4. Mécanisme hypothétique d’accumulation des microvésicules dans le cytosol. Les TAG neutres se
feraient érnulsifler par un cerceau d’AGL intrahépatiques exposant leur face hydrophile à l’extérieur de la
vésicule. NEFA : Non EsterfiedFatty Acids. Tiré de Frornenty et al. (76).
La suite de cette revue portera sur la stéatose hépatique non-alcoolique d’origine primaire.
(Pour une revue sur la stéatose d’origine secondaire, se référer aux articles de synthèse
suivants (73, 93). Afin de simplifier la lecture de la suite du texte, l’acronyme SHNA sera
utilisé afin de désigner la stéatose hépatique non-alcoolique d’origine primaire associée aux
caractéristiques du syndrome métabolique.
La seule technique disponible à ce jour afin de déterminer la nature macro- ou
microvésiculaire des lipides infiltrés est l’utilisation de teintures histochimiques et l’analyse
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subséquente du tissu hépatique par microscopie. Cette limite contribue vraisemblablement
au fait que peu d’études expérimentales examinent le type macro- et/ou microvésiculaire de
la SFLNA. Lorsque la stéatose est typée, cela est pour ainsi dire toujours fait de façon
qualitative ou semi-quantitative (Tableaux II et III) (11, 18, 107, 194). Ainsi, l’analyse
semi-quantitative et l’interprétation humaine du degré de stéatose microvésiculaire (<1 jim2)
par microscopie résultent probablement en une sous-estimation de l’infiltration de
microvésicules et par le fait même, de la quantité totale de lipides accumulés au sein du
parenchyme hépatique (70). La teinture du tissu à l’aide d’Oil red O ou de Noir Soudan, des
teintures spécifiques aux lipides, permet d’augmenter la précision de l’analyse
comparativement aux teintures de routine, telles l’hématoxyline et l’éosine (70, 73). Cette
analyse est avantageusement favorisée lorsqu’un logiciel de capture et d’analyse d’image
est utilisé afin de quantifier l’infiltration lipidique (70). Ce type de quantification des
lipides intracellulaires à l’aide d’un logiciel de capture d’image n’a été utilisé que dans une
seule étude conduite sur des échantillons humains (70). Aucun auteur ayant étudié la
stéatose hépatique chez le modèle animal ne rapporte avoir quantifié les lipides hépatiques
de cette façon, que ce soit pour valider les résultats obtenus à la suite d’analyses
biochimiques ou pour caractériser et dénombrer le type de vésicules lipidiques se retrouvant
dans le parenchyme hépatique des animaux évalués.
1.1.5. Stéatohépatite noit-alcoolique (NASH)
La stéatohépatite représente le deuxième stade d’atteinte hépatique sur le continuum du
NAFLD et selon le « Two-hit model » de Day et James (51), résulterait principalement de la
vulnérabilité du foie stéatosé au stress oxydatif et à la réponse inflammatoire provoquée par
la cytokine pro-inflammatoire TNF-Œ. Les critères nécessaires au diagnostic du NASH sont
la présence de stéatose non-alcoolique et d’inflammation lobulaire. De l’inflammation
portale, de la dégénérescence hépatocellulaire par ballonisation, des corps de Mallory
hyalins ainsi que de la fibrose perisinusoïdale et/ou de la cirrhose sont parfois observées
avec l’augmentation de la sévérité de la maladie (151).
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1.2. Les causes de la stéatose hépatique non-alcoolique d’origine primaire (SHNA)
D’un point de vue systémique, il est indéniable que le foie joue un rôle majeur dans le
métabolisme des lipides, étant à la fois consommateur, producteur et exportateur de lipides.
Le foie n’est normalement pas un stockeur de lipides comme l’est l’adipocyte. Il semble par
contre que dans certaines conditions où l’influx etlou le turnover de lipides est augmenté,
cet organe emmagasine une portion de lipides plus importante que normalement, par
exemple lors de diètes riches en lipides, d’obésité, d’insulino-résistance et/ou de
dyslipidémie. Il a ainsi été proposé que le foie pourrait jouer un rôle de tampon des AGL
circulants (74, 80) et que l’accumulation de TAG hépatiques, une forme de lipides neutre et
bénigne, protégerait l’organe et la périphérie des AGL ayant quant à eux un potentiel
cytotoxique élevé (81). Cette accumulation de TAG hépatiques entraîne par contre le
développement de la SHNA qui, on le verra à la section 1.3, n’est pas sans conséquences.
Malgré l’augmentation considérable du nombre de recherches conduites sur la SHNA, tant
chez l’être humain que chez le modèle animal lors des 5 dernières années, les causes
exactes de cette pathologie restent encore inconnues. De façon logique, une augmentation
de la quantité de lipides intrahépatiques découle nécessairement d’un déséquilibre entre les
voies favorisant l’accumulation des lipides hépatiques et les voies en favorisant
l’élimination. La majorité des chercheurs ayant conduit des études sur la $HNA en
concluent que le dérèglement majeur et premier menant à l’accumulation de lipides
hépatiques d’origine primaire résiderait dans l’augmentation des AGL circulants, suivi
d’une stimulation de la lipogenèse hépatique et d’un mauvais ajustement de l’oxydation et
de la sécrétion des lipides accumulés par l’organe (119, 151, 176). Cette section sur les
causes de la SHNA sera donc divisée en deux sous-sections principales, traitant




Figure 5. Voies d’accumulation et d’élimination des lipides par le foie. 1) Une augmentation des AGL
circulants provenant de la lipolyse adipocytaire et du spillover de l’action de la LPL musculaire sur les
chylomicrons de provenance intestinale a pour effet d’augmenter la prise d’AGL par les hépatocytes. 2) Une
augmentation de l’activité de la lipogenêse de novo augmente le pooi d’AGL intrahépatiques. 3) Une
augmentation de la quantité de lipides ingérés et donc de chylomicrons de provenance intestinale est
susceptible d’augmenter la prise de chylomicrons résiduels par le foie. 4) La stimulation des trois voies
précédentes favorise l’accumulation de TAG hépatiques. Un mauvais ajustement des voies d’élimination des
lipides hépatiques que sont 5) l’oxydation des AGL et 6) la sécrétion de VLDL, provoqitera le développement
d’une stéatose hépatique. TAG : Triacylglycérols; G-3-P Glycérol-3-Phosphate; CM : Chylomicrons; CM
Rem : Chylomicron Remnants; HSL : Hormone Sensitive Lipase; Ins Res : Insulin Resistance; FA fatty
Acids; NEFA : Non Esterified fattv Acids; SREBP-Ic : Sterol Regulatorv Element Binding Protein-Ic;
ChREBP : Charbohydrate Response Element Binding Protein DNL : De Novo Lipogenesis: ApoB







1.2.1. Les voies d’accumulation des lipides hépatiques
Les TAG hépatiques qui s’accumulent lors du développement de la SHNA sont formés à
partir d’AGL intracellulaires estérifiés à l’aide de l’enzyme diacylglycérol acyltransférase
(DGAT) (voir figure 14 en page 41) (81). Ces AGL intrahépatiques proviennent
principalement de 1) la prise par le foie d’AGL plasmatiques et de 2) la lipogenèse de novo
à partir de précurseurs à 2 carbones (58). Ainsi, toute augmentation de l’activité de ces
voies est susceptible de favoriser l’accumulation de TAG hépatiques et donc d’engendrer le
développement de la SHNA.
1.2.1.1. La prise d’AGL plasmatiques par le foie
Les patients souffrant d’obésité, de diabète de type 2 et/ou de syndrome métabolique ont
des concentrations d’AGL circulants supérieures à la normale. La prise d’AGL circulants
par le foie se fait principalement de façon concentration-dépendante, l’élévation des AGL
contribuerait donc directement à la prise et à l’accumulation des lipides intrahépatiques (29,
216). Cette hypothèse est confirmée par de nombreux résultats de recherches conduites tant
chez l’être humain que chez l’animal.
Premièrement, la présence de SHNA est souvent associée à une concentration élevée
d’AGL circulants chez l’être humain (56, 111) et chez les rongeurs chez qui une $FINA a
été induite par une diète riche en lipides (6, 128, 157, 168) ou riche en sucrose (157). De
plus, les modèles de souris ou de rats génétiquement obèses chez qui on retrouve la
présence de SHNA ont à la fois des concentrations élevées d’AGL circulants tels les souris
ob/ob (83, 128, 200), db/db (128), hyperlipidémiques Txnip (57), les rats ZDf (128) et
ZF (182). De surcroît, l’augmentation des AGL circulants par l’infusion de lipides et
d’héparine (36) et par le jeûne prolongé (92, 96, 138) accroît la concentration de lipides
hépatiques. Enfin, les souris A-ZIP/f-1 lipoatrophiques ont des concentrations d’AGL
circulants élevées associées à une accumulation importante de lipides dans les tissus
insulinodépendants tels le muscle et le foie (115). Toutefois, lorsqu’on leur transplante du
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tissu adipeux de façon à redistribuer les lipides vers les adipocytes, les taux circulants
d’AGL reviennent à la normale et la stéatose hépatique est éliminée (115).
Contribution des A GL ptasnwtiques à laforination de TA G hépatiques
Récemment, une étude réalisée par Donnely et al. (58) a permis de mesurer in vivo la
contribution relative des différentes sources d’AGL à la formation de TAG hépatiques chez
des patients atteints de $HNA. Grâce à l’utilisation de plusieurs traceurs isotopiques stables
infusés pendant 5 jours, suivie d’une biopsie hépatique, cette étude leur a permis de
conclure que chez les gens atteints de SHNA, 59% des TAG hépatiques étaient formés à
partir des AGL plasmatiques et que de ces AGL plasmatiques 60% provenaient des
adipocytes. Dans cette étude, la contribution des AGL provenant de la synthèse de novo
était de 26% alors que celle venant de l’alimentation était de 15%. Bien que cette étude
n’ait pas compris de sujets contrôles sains, ces résultats mettent en perspective l’importance
probable des AGL plasmatiques de provenance adipocytaire dans la pathogenèse de la
SHNA. Toutefois, afin d’être recrutés les sujets devaient consommer une diète standard
contenant 55% de glucides, 30% de lipides et 15% de protéines. On les faisait ensuite
maintenir une telle diète durant les jours d’expérimentation. La consommation de diètes
riches en lipides étant une cause bien connue d’induction de la SHNA tant chez l’homme
(239) que chez les rongeurs (63, 105, 192, 194, 246), il est fort probable que dans de tels
cas la contribution des AGL provenant de la diète à la formation de TAG hépatiques soit
augmentée (57).
Ces résultats obtenus par Donnelly et al. (58) chez l’Homme ont été confirmés chez les
souris Txnip ‘ hyperlipidémiques atteintes de SFlllA (57). Au contraire, dans l’étude de
Diraison et al. (56), les AGL plasmatiques contribuaient moins à la formation de TAG
hépatiques chez les patients atteints de SHNA que chez les sujets contrôles. Dans cette
étude, la présence de SHNA semblait plutôt due à une lipogenèse de novo 10% plus active
que chez les sujets sains (56). Dans cette étude, l’infusion de traceurs isotopiques ne durait
par contre que 4 h et les auteurs ont eux-mêmes spécifié que l’approche méthodologique
utilisée avait probablement sous-estimé la contribution des AGL circulants à la formation
de TAG hépatiques. Ces TAG hépatiques étaient par ailleurs estimés de façon indirecte à
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partir de la mesure de very-low density lzpoprotein (VLDL) riches en TAG (VLDL-TAG)
plasmatiques et non à partir d’une biopsie hépatique ce qui rend les résultats moins précis.
Ainsi, malgré ces résultats contradictoires sur la contribution des différentes sources d’AGL
à la formation de TAG hépatiques chez les gens atteints de SHNA, la majorité des
recherches disponibles à ce jour mènent à penser que des taux élevés d’AGL plasmatiques
ont un rôle important à jouer dans le développement de la ST-INA. Ainsi, les facteurs
responsables de l’élévation des AGL plasmatiques sont susceptibles de contribuer de façon
considérable à la pathogenèse de la SHNA.
L ‘insutino-résistancepériphérique élèverait les AGL ptasmatiques cc qui contribuerait à ta $HNA
Parmi les facteurs responsables de l’augmentation de la concentration d’AGL circulants, le
premier à mentionner est l’insulino-résistance périphérique. Les études épidémiologiques
conduites chez les humains amènent plusieurs auteurs à convenir que l’insulino-résistance
représente un facteur de risque important pour le développement de la $HNA (86, 145,
147). La nature de ces recherches ne permet pas, par contre, de déterminer si l’insulino
résistance est réellement une cause ou une conséquence de la $HNA (56). La section 1.3 de
cette revue portera sur l’insulino-résistance en tant que conséquence de la SHNA. Nous
verrons dans les prochains paragraphes le raisonnement qui mène certains auteurs à penser
que l’insuÏino-résistance périphérique est une des causes principales de la SHNA.
Normalement, l’insuline a pour effet d’inhiber la lipase hormono-sensible (HSL)
adipocytaire, ce qui réduit la lipolyse et donc la relâche d’AGL dans la circulation. Il
semble que ceci ne soit plus le cas lors d’insulino-résistance périphérique caractéristique
des gens obèses chez qui les adipocytes engorgés relâchent de hauts taux d’AGL dans la
circulation, malgré des concentrations plasmatiques d’insuline élevées (174, 216). Cette
augmentation d’AGL plasmatiques est susceptible d’augmenter leur captation par les
hépatocytes et ainsi de contribuer au développement de la SHNA (Figure 6) (52, 174, 216).
Un défaut dans l’effet suppresseur qu’exerce l’insuline sur la lipolyse adipocytaire a
d’ailleurs été montré chez des sujets atteints de SHNA et/ou de NASH (193, 197), ainsi que
chez des sujets atteints de diabète de type 2 (111). L’amélioration de cet effet suppresseur
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chez des sujets diabétiques de type 2 ayant été traités 3 mois à l’aide de rosiglitazone, un
médicament de la classe des thiazolidinediones (TZD), a résulté en une diminution du
contenu hépatique en lipides, probablement grâce à une diminution des lipides circulants
(152). L’insulino-résistance périphérique a donc un rôle potentiel à jouer dans la
pathogenèse de la $HNA. Par contre, l’étude du modèle de stéatose induite par une diète
riche en lipides chez le rat permet de conclure que l’insulino-résistance périphérique n’est
pas essentielle au développement de la SHNA. En effet, ces rats développent une stéatose
hépatique en aussi peu que trois jours, bien avant de développer de l’insulino-résistance
périphérique (119, 192).
Figure 6. Rôle potentiel de l’insulino-résistance périphérique dans la pathogenèse de la S1-INA. Voir le texte
pour plus d’explications. HSL: Hormone Sensitive Lipase; FfA: Free Fatty Acids; SREBP-Ic: Sterot
Regutatoty Element Binding Frotein-ic; ChREBP: Charbohydrate Response Element Binding Protein;
ApoB: Apolipoprotein B; PPARŒ: Peroxisome Proflferator-activated Receptor-aipha; CPT-I: Carnitin
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Les récepteurs hépatiques aux A GL jouent-ils un rôle dans le développement de la SHNA?
Il est généralement admis que la prise de lipides par le foie n’est pas régulée par des
hormones et qu’elle se fait de façon dépendante de la concentration des substrats (216).
Malgré cela, Ravikumar et al. (184) ont montré une augmentation de la prise d’AGL par le
foie indépendante de la quantité d’AGL circulants. Dans cette étude (184), l’accumulation
hépatique de lipides était mesurée par $RIVIN à la suite de l’ingestion d’uii mélange de
lipides marqués au ‘3C chez des sujets atteints à la fois de diabète de type 2 et de SHNA.
L’incorporation hépatique maximale des lipides ingérés était considérablement plus rapide
(en 4 h vs 6 h) et plus élevée de 50% chez les sujets atteints de SHNA que chez les sujets
sains, alors que les concentrations d’AGL plasmatiques marqués et non marqués étaient
équivalentes dans les deux groupes. L’augmentation des transporteurs d’AGL sur la
membrane des hépatocytes de gens atteints de la SFfNA pourrait être une explication
potentielle des résultats de Ravikumar et al. (184). Le fatty acid transiocase / cluster of
di[ferenciation 36 (FAT/CD36) est un récepteur scavenger de classe B (69) auquel on a,
dans les dernières années, attribué un rôle dans le transport des AGL à longues chaînes (2).
Ce rôle des fAT/CD36 est maintenant bien établi au niveau du muscle squelettique (19, 68,
104) et des adipocytes (44, 134). Au niveau hépatique, les souris Ïiver-CFR-null ont une
stéatose hépatique et des taux d’expression de l’ARNm et de la protéine du CD36 plus
élevés que leurs contrôles (23$). Les souris lipoatrophiques A-ZIP/F1 ont une stéatose
hépatique et des niveaux d’ARNm du CD36 hépatique 10 fois plus élevés que leurs
contrôles (79). Toutefois, ces articles ne rapportent pas de mesures du transport des lipides
à travers la membrane hépatique. Ainsi, il n’apparaît pas encore très clair que les
fAT/CD36 hépatiques sont réellement impliqués dans le transport des AGL plasmatiques à
travers la membrane des hépatocytes. Bien qu’elle soit attrayante, l’hypothèse d’un rôle
particulier de ces transporteurs de lipides dans la pathogenèse de la SI-NA reste encore à
prouver.
1.2.1.2. La lipogenèse de novo hépatique
La lipogenèse de novo est un processus anabolique cytosolique au cours dtiquel des AGL
sont nouvellement synthétisés à partir d’acétyl-CoA. Ces acétyl-CoA sont formés à partir
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de citrate issu du cycle de Krebs à l’aide de précurseurs générés, pour la plupart, par le
métabolisme du glucose. L’enzyme acétyl-CoA carboxylase (ACC) catalyse la formation
de maÏonyl-CoA à partir d’acétyl-CoA. Ces précurseurs sont alors allongés 2 carbones à la
fois à l’aide de l’enzymefatty-acid synthase (FAS) afin de former des AGL à plus ou moins
longues chaînes (Figure 7). Tant la transcription que l’activité de ces enzymes lipogéniques
sont stimulées par l’insuline (53, 116). Ainsi, la lipogenèse de novo est normalement active
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Figure 7. Voies métaboliques de la glycolyse et de la lipogenèse de novo hépatiques. L’augmentation de
l’expression etlou de l’activité des enzymes lipogéniques citrate lyase, ACC et FAS favorise la lipogenôse. Le
malonyl-CoA est un inhibiteur de l’enzyme CPT- qui permet l’entrée des acides gras dans la mitochondrie.
Ainsi l’activation de la lipogenèse a normalement pour effet d’inhiber l’oxydation des lipides. GLUT2
Glucose Transporter-2; GK: Glucokinase; PEP: Phosphoénolpyruvate; L-PK: Liver Pvruvate Kinase; G6P:
Glucose-6-Phosphate; G6PDH: Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase; 6PGDH: 6-Phosphogluconate
Déshydrogénase; X5P Xylulose-5-Phosphate; CPT-l Camitine Palmitoyl Transférase-I; ACC : Acétyl CoA
Carboxylase; FAS FattyAcid Synthase. Adapté de Dentin et al. (53).
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Chez des sujets sains en période post-prandiale, la lipogenèse de novo hépatique ne
contribue qu’à 2,5-5% de la formation de TAG hépatiques (56, 195). Cette contribution
augmente à la suite d’un repas riche en glucides (195, 222). Deux études rapportent les
résultats de mesure in vivo de lipogenèse de novo hépatique chez des sujets atteints de
$FINA. Dans l’études de Diraison et al. (56), la lipogenèse hépatique post-prandiale des
sujets atteints de SHNA contribuait dans une proportion de 14,9% à la formation de TAG
hépatiques, comparativement à 4,6% chez les sujets sains. De plus, chez les sujets atteints
de SHNA, ces taux restaient élevés durant le jeûne imposé par la prolongation de
l’expérimentation (56). Il est à noter que les sujets SHNA de cette étude avaient également
des taux circulants d’insuline 2,5 fois plus élevés que les sujets contrôles, ce qui a pu
participer au fait qu’ils avaient des taux de lipogenèse plus importants que les sujets sains.
Dans l’étude de Donnely et al. (5$) menée chez des sujets atteints de SHNA, la lipogenèse
de novo hépatique à jeun contribuait dans une proportion de 26% à la formation de TAG
hépatiques, ces taux n’augmentant pas en période post-prandiale. Ces taux étaient 2,5 fois
plus importants que ceux rapportés chez des sujets obèses hyperinsulinémiques (195) et 4 à
5 fois plus importants que ceux rapportés chez des sujets sains (56, 195). Ainsi, il semble
que la synthèse d’AGL intrahépatiques de novo soit plus importante chez les sujets atteints
de SHNA et ce, même en période de jeûne ou à la suite de diètes riches en lipides, alors que
l’activité de cette voie métabolique est habituellement quasi nulle (58, 195). Il apparaît
ainsi y avoir une perte de la régulation de cette voie métabolique en situation de SHNA.
Rôle desfacteurs de transcription SREBP-1 et ChREBP dans le développement de la SHNA
Les études conduites chez les rongeurs ont permis d’éclairer les mécanismes moléculaires
potentiels pouvant mener à l’activation de la lipogenèse de novo dans des cas de SHNA.
Ainsi, la stimulation de cette voie passe vraisemblablement par une activité plus importante
des facteurs de transcription Sterol regulatory element-binding protein J (SREBP-1) et
Carbohydrate response element bindingprotein (ChREBP) au niveau hépatique (174, 216).
Les SREBPs ont été initialement identifiés comme étant des facteurs nucléaires de
transcription impliqués dans la régulation du métabolisme du cholestérol (voir Osborne et
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al. (167) pour revue). Deux gènes codant pour les SREBPs ont été identifiés, SREBP-1 et
SREBP-2. SREBP-2 semble réguler principalement les gènes associés au métabolisme du
cholestérol, tandis que SREBP-l régule les gènes de la synthèse des acides gras (59). Le
gène de SREBP-1 contient deux promoteurs qui mènent respectivement à l’expression de
SREBP-la et $REBP-lc. Au niveau hépatique, l’isoforme $REBP-lc est celui qui est le
plus exprimé et il a une activité transcriptionnelle plus importante sur les enzymes
lipogéniques que sur les enzymes du métabolisme du cholestérol (203). La transcription et
l’activité de SREBP-lc sont stimulées par l’insuline via un mécanisme encore obscur qui
pourrait impliquer l’activation de la protéine kinase C-2 (PKC?) par la cascade de
signalisation phosphatidyl-inositol-3 -kinase/protéine proto-oncogène Akt (P13 KJAkt)
(figure 8) (150). Celle hypothèse est confirmée par le fait que les souris knock-out de la
PKC spécifiquement au foie ont une expression des SREBP-lc et un contenu en TAG
hépatiques diminué (150). Lorsque que SREBP-lc est activé, son segment NH2-terminal est
clivé de la membrane du réticulum endoplasmique et est transioqué au noyau afin de se lier
à des sterol regulatory elements ($RE) se trouvant dans la région promotrice d’une
panoplie de gènes dont ceux des enzymes ACC et FAS (201) (200). ChREBP est quant à
lui un facteur de transcription activé par le glucose, qui stimule l’expression du gène de la
pyruvate kinase hépatique (L-PK), favorisant ainsi la formation de précurseurs de la
lipogenèse; il stimule aussi l’expression des gènes lipogéniques ACC et fAS (Figure 8)
(53).
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Figure 8. Rôle synergique des facteurs de transcription ChREBP et SREBP-lc dans l’expression des gènes
lipogéniques et glycolytiques. ChREBP est activé par des concentrations élevées de glucose et est régulé par
un mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation déterminé par l’activité de la PP2A régulée par la voie
des pentoses. SREBP-lc est stimulé par la liaison de l’insuline à son récepteur, possiblement via l’activation
d’une PKC par la voie de signalisation de PI3KIAKT. GLUT2 Glucose Transporter-2; GK Glucokinase;
G6P: Glucose-6-Phosphate; F6P: Fructose-6-Phosphate; F1,6P,: Fructose 1,6 Biphosphate; GAP:
Glycéraldéhyde Phosphate; L-PK: Liver Pyruvate Kinase; AcCoA: Acétyl-CoA; ACC: Acétyl-CoA
Carboxylase; FAS: Fatty Acid Synthase; X5P Xylulose-5-Phosphate; PP2A: frotein Phosphatase 2A;
SREBP-l c : Sterol Regulatoiy Response Element Binding Protein-Ic; ChREBP : Charbohydrate Response
Eleinent Binding Protein; PI3KIAKT: phosphatidyl-inositol-3-kinase/protéine proto-oncogène Akt; PKO.:
Protein Kinase Lambda. Adapté de Dentin et al. (53) et Matsumoto et al. (150).
L’hyperinsulinémie souvent retrouvée dans les cas de SFII’JA est donc susceptible d’induire
une activité lipogénique plus importante que la normale et ainsi de contribuer à la
pathogenèse de la SHNA (174). La diminution de la prise du glucose par les myocytes et
l’augmentation de la production de glucose hépatique qui sont caractéristiques de
l’insulino-résistance sont quant à elles susceptibles de créer des hyperglycémies transitoires
et ainsi d’activer le facteur de transcription ChREBP (figures 6 et 8) (23). Il est intéressant
de noter que bien que les effets de l’insuline sur le métabolisme du glucose hépatique soient
altérés lors de l’insulino-résistance, il semble que les effets activateurs que l’hormone
exerce sur la lipogenèse soient quant à eux préservés (23, 59, 66, 202). Ainsi, ceci contribue
lipagenesis
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à la mise en place d’un cercle vicieux où la stéatose induit une résistance hépatique aux
effets suppresseurs de l’insuline sur la production de glucose (comme nous le verrons à la
section 1.3), ce qui contribue à l’augmentation de la sécrétion d’insuline et à l’induction
d’une insulino-résistance périphérique, ayant de leur côté pour effet d’augmenter la
lipogenèse hépatique et d’accroître la stéatose (Figure 9) (200).
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Figure 9. Modèle illustrant comment l’hyperinsulinérnie secondaire à l’insulino-résistance périphérique et/ou
hépatique contribue à la formation d’un cercle vicieux au sein des hépatocytes où la voie néoglucogénique est
résistante à l’insuline alors que la voie lipogénique reste sensible aux actions de l’hormone. IRS-2 Insulin
Receptor $ubstrate-2; SREBP- I c : Sterol Regulatoiy Element Binding Protein-] c; mRNAs : messenger
Ribonucleic Acid. Adapté de Shimomura et al. (202).
(‘es facteurs de transcription sont-ils activés tors de SHNA?
À l’appui de la théorie selon laquelle le facteur SREBP-lc serait en partie responsable de
l’augmentation de la lipogenèse de novo dans la SHNA, plusieurs modèles de rongeurs
ayant une SHNA ont aussi des niveaux élevés de l’ARNm de SREBP-lc, tels les rats
corpulents JCR :LA-cp (59), les souris lipodystrophiques A-ZIP/Fl (79), les souris ob/ob
(202) et les souris 1RS2 ‘ (223). Les diètes riches en lipides ont aussi pour effet
d’augmenter l’expression hépatique de SREBP-lc et son activité chez les souris
129S6/SvEvTac et C57B1/B6 et les rats Sprague-Dawley, ce qui stimule l’expression des
gènes lipogéniques et contribue au développement de la stéatose (18, 118). Par contre, dans
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une étude d’Estadella et al. (63), malgré une nette accumulation de TAG hépatiques, les
taux de lipogenèse de novo mesurés in vivo à l’aide de 3H20 n’étaient pas augmentés suite à
une diète riche en lipides administrée chez des rats Wistar et ce, malgré des taux d’insuline
plus élevés que leurs contrôles. La réelle contribution de la lipogenèse de novo dans le
développement de la $HNA induite par une diète riche en lipides reste donc à confirmer.
Par ailleurs, il semble clair qu’une diminution de l’expression et/ou de l’activité des
$REBP-lc, et ce à l’aide de diètes riches en soja ou en AGL polyinsaturés n-3, a pour effet
de diminuer la lipogenèse de novo et ainsi, de diminuer la $HNA (8, 112, 226). À la
lumière de ces études, une implication des SREBP-lc en tant qu’activateurs de la
lipogenèse de novo et contributeurs à la pathogenèse de la SHNA semble de plus en plus
certaine. Elle reste par contre encore à être confirmée chez l’être humain.
1.2.2. Les voies d’élimination des lipides hépatiques
Il apparaît clair que la SHNA résulte d’une activation des voies d’accumulation des lipides
au niveau hépatique. Malgré cela, il semble que le foie ne s’engorge pas de lipides de façon
indéfinie, mais plutôt qu’un nouvel état stable puisse être atteint grâce à l’activation des
voies hépatiques d’élimination des lipides, telles l’oxydation et la sécrétion de VLDL
compensant partiellement l’accumulation excessive de lipides (174).
1.2.2.;. L’oxydation des lipides hépatiques
Au niveau hépatique, l’oxydation des AGL peut se produire au sein des mitochondries et
des péroxisomes via la J3-oxydation ainsi qu’au sein des microsomes via la w-oxydation
opérée par les membres de la superfamille des cytochromes P450 (Figure 10) (144). Les
cytochromes P450 sont des hémoprotéines hépatiques qui jouent un rôle crucial au niveau
du métabolisme et de la détoxification en catalysant l’oxydation d’une panoplie de
substances hydrophobes endogènes et exogènes dont les acides gras (61). Les acides gras
dicarboxyliques résultant de la w-oxydation microsomale sont ensuite métabolisés via la f3-
oxydation péroxisomale, qui se spécialise entre autres dans l’oxydation des AGL à très
longues chaînes, des acides gras à chaînes branchées ainsi que des éicosanoïdes (7). Les
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acyl-CoA à chaînes réduites résultant de la [3-oxydation péroxisomale peuvent ensuite être
oxydés via la [3-oxydation mitochondriale et ainsi générer de l’ATP (144). La majorité des
AGL à chaînes courtes, moyennes et longues sont métabolisés par la 3-oxydation
mitochondriale; il semble par contre que lors de perturbations du métabolisme des lipides,
par exemple lors de dyslipidémies, de diabète de type 2 et de stéatose hépatique ou lorsque
la [3-oxydation mitochondriale est inhibée, l’oxydation microsomale et l’oxydation
péroxisomale des lipides joue un rôle plus important que normalement (123). La première
étape menant au catabolisme des AGL est celle de leur activation par l’ajout d’un
coenzyme A (CoA) grâce à l’enzyme acyl-CoA synthétase. L’étape limitante de la [3-
oxydation mitochondriale réside dans le passage des acyl-CoA du cytosol vers l’espace
intermembranaire grâce à l’enzyme CPT-I, qui est sous la régulation serrée du malonyl
CoA. Ainsi les taux élevés de malonyl-CoA résultant de l’activation de la synthèse des
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Figure 10. Relation entre les différentes voies hépatiques d’oxydation des lipides. La co-oxydation
microsomale génère des acides gras dicarboxyliques qui sont ensuite oxydés via la 13-oxydation péroxisomale.
Les acides gras à chaînes réduites en découlant peuvent ensuite être métabolisés par la 13-oxydation
mitochondriale. Les AGL et leur forme active Acyl-C0A sont des ligands des Peroxisome Proliferator
activated Receptor-alpha (PPARŒ). Les PPARŒ sont des récepteurs nucléaires activant la transcription de
gènes de la 0)-oxydation microsomale et de la 13-oxydation mitochondriale et péroxisomate. Adapté de Angulo
(7).
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L ‘oxydation Itépatique des lipides est-elle stimtdée lors de SHNA?
L’opinion la plus admise en ce moment en ce qui a trait au rôle de l’oxydation hépatique
des lipides dans la pathogenèse de la SHNA est qu’elle serait en fait augmentée lors de la
SHNA mais de façon insuffisante pour compenser l’accumulation importante de TAG
hépatiques (7, 173-175).
À l’appui de cette hypothèse, quelques études (35, 193) conduites chez l’Homme, mais pas
toutes (56), ont montré des taux d’oxydation des lipides au niveau systémique, mesurés à
l’aide de calorimétrie indirecte, plus élevés chez les sujets atteints de stéatohépatite
comparativement aux sujets contrôles. Ces taux étaient d’ailleurs positivement corrélés
avec le niveau de stéatose hépatique (28). De façon plus spécifique, il semble que
l’oxydation hépatique des lipides soit plus importante chez les gens atteints de
stéatohépatite que chez les sujets normaux telle que reflétée indirectement par les taux
circulants de J3-OH butyrate (28, 35, 193), par la mesure in vivo de l’activité des
cytochromes P450 à l’aide de la mesure des taux sériques de 6-hydroxy CHZ suite à
l’ingestion de chlorzoxazone (35) ou par la mesure in vivo de la r-oxydation hépatique
évaluée à partir de l’expiration de ‘3C02 suite à l’ingestion de ‘3C-octanoate (156).
Ces résultats trouvés chez l’Homme sont appuyés par ceux d’études conduites chez les
souris ob/ob montrant qu’elles ont une 3-oxydation mitochondriale et péroxisomale plus
élevée que leurs contrôles ainsi qu’une expression plus importante de gènes de l’oxydation
microsomale (22, 133) ce qui était aussi vu chez des rats ZF (61). Également, il a été
montré que des rats Sprague-Dawley nourris avec une diète riche en lipides ont des niveaux
d’ARNm et de protéines des cytochromes P450 deux fois plus élevés (135), ainsi qu’une
activité de la 3-oxydation hépatique supérieure à leurs contrôles nourris avec une diète
standard (228). Par contre, les souris BALB/c et C57BL (138) et les rats ZF (227) sont
caractérisés par de la stéatose expliquée en partie par une diminution de la capacité
d’oxydation des lipides au niveau hépatique. Un héritage génétique particulier étant
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responsable de l’obésité et de la SHNA chez ces souches de rongeurs rend par contre ces
résultats difficilement généralisables.
Le rôle potentiel des PPARa dans la stimulation de l’oxydation hépatique des lipides
En plus de stimuler la 3-oxydation péroxisomale et la w-oxydation microsomale,
l’accumulation d’AGL intrahépatiques pourrait donc partiellement surpasser les effets
inhibiteurs de l’hyperinsulinémie et de la lipogenèse sur la r-oxydation mitochondriale et
permettre ainsi d’oxyder en partie cette surcharge lipidique (173). Un des mécanismes par
lequel l’oxydation hépatique des lipides pourrait être augmentée serait l’induction du
facteur de transcription peroxisorne proflferator-activated receptor a (PPARŒ) par les
AGL intrahépatiques (112). Les AGL sont en effet des ligands endogènes des PPARŒ. Ce
sous-type de la superfamille des récepteurs nucléaires s’exprime principalement dans le
tissu adipeux brun et le foie et est responsable de la transcription d’une série de gènes
impliqués dans la prolifération des péroxisomes et l’oxydation des lipides, tels celui de
l’enzyme mitochondrial camitine palmitoyl transférase I (CPI-I) et celui de l’enzyme
Acyl-CoA oxydase (AOX) catalysant la première étape de la 3-oxydation péroxisomale
(Figure 10) (144, 174). Les niveaux d’ARNm des PPARa sont plus élevés chez les souris
ob/ob et db/db (154) et chez des rats Wistar ou Sprague-Dawley nourris avec une diète
riche en lipides (4, 128, 168, 185) que chez leurs contrôles respectifs. Ces niveaux plus
élevés sont accompagnés d’une augmentation de l’ARNm de la CPT-I (128, 154) et de
l’AOX (1 85), suggérant une activité transcriptionnelle des PPARŒ augmentée de façon











Figure 11. Structure et activation des PPARs. Après la liaison du ligand au ligand-binding dornain (LBD) du
PPAR il y a hétérodimérisation avec le récepteur nucléaire 9-cis retinoic acid receptor (RXR), ce qui
entraîne la liaison de cet hétérodimère avec le peroxisome proflferator response etement (PPRE) de l’ADN et
la régulation de l’expression des gènes cibles. Af 1 : activatingfiinction-1; DBD : DNA binding dornain; AF
2 : activatingfirnction-2. Tiré de Diradourian et al. (55).
Il apparaît donc probable qu’en situation d’influx lipidique élevé, l’oxydation hépatique des
lipides soit stimulée en réaction à l’accumulation de lipides intrahépatiques. D’ailleurs, les
traitements pharmacologiques ou nutritionnels visant à augmenter l’oxydation des lipides
hépatiques préviennent la SI-INA lors d’influx lipidiques élevés (77, 161, 192, 246). Par
contre, telle qu’en témoigne la stéatose, cette voie ne semble pas être activée de façon
suffisante pour contrecarrer l’accumulation de lipides intrahépatique.
L ‘hyperiiisutinéinie et le profit sanguin en cytokines freineraient l’ajustement de l’oxydation des
lipides contribuant ainsi à la SHNA
Le mauvais ajustement de l’oxydation des lipides lors du développement de la $HNA
pourrait être dû à plusieurs facteurs. Premièrement, les taux élevés d’insuline souvent
rencontrés lors de SHNA participent probablement largement à ce phénomène en inhibant
la 3-oxydation mitochondriale. En effet, l’insuline a non seulement pour effet de stimuler la
synthèse des AOL, comme nous l’avons vu à la section 1.2.2, mais aussi par le fait même
d’en inhiber l’oxydation via une inhibition de la CPT-I par les niveaux élevés de malonyl
CoA résultant de la lipogenèse (Figure 12) (116).
Le profil sanguin de cytokines caractéristique de la SHNA est aussi susceptible de




comme l’obésité et l’insulino-résistance, est caractérisée par de l’hyperleptinémie (39, 251)
et de l’hypoadiponectinémie (235, 247). Au niveau hépatique, la leptine et l’adiponectine
ont normalement pour effet de favoriser l’oxydation des lipides et de prévenir la stéatose
(42, 244). Il a même été proposé que le rôle de la leptine au niveau hépatique et j3-
pancréatique soit celui d’une hormone «anti-stéatose» (12$). Ce concept est confirmé par
le fait que les niveaux de stéatose hépatique observables chez les modèles de rongeurs
ayant des défauts génétiques affectant la fonction normale de la leptine (i.e. souris ob/ob et
db/db, et rats ZF et ZDf) sont très marqués (12$). La stimulation de l’oxydation des lipides
par la leptine et l’adiponectine serait engendrée par l’effet activateur de ces deux cytokines
sur la voie de l’AMPK, résultant en une inhibition de l’ACC, diminuant les niveaux de
malonyl-CoA et relevant ainsi la CPT-I de son inhibition (Figure 13) (21, 244). La leptine
aurait aussi un effet répresseur sur la transcription des gènes lipogéniques via l’activation
de la voie de transmission du signal Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription (JAKISTAT), qui réprime SREBP-lc (Figure 12) (39). Il a ainsi été proposé
que l’hyperleptinémie associée à la SHNA reflèterait une tentative de réponse du système,
toutefois sans succès, afin de corriger la stéatose (39). Ce manque de succès serait
vraisemblablement dû à une résistance hépatique à la leptine (15, 21, 39). À l’appui de ce
concept de résistance hépatique à la leptine, l’infusion chronique de leptine pendant 7 jours
chez des rats Wistar désensibilisa le foie à l’activation de STAT3 par une injection de
leptine (15). Cette désensibilisation pourrait être médiée par une répression des récepteurs
hépatiques à cette hormone (21). L’ augmentation des Suppressors of cytokines signaling
(SOCS), des molécules inhibant la transmission du signal des cytokines, pourrait aussi être
à l’origine du manque de succès de l’hyperleptinémie à diminuer les niveaux de lipides
hépatiques. En effet, il semble que les hauts taux de cytokines stimulent la formation de
SOCS qui, de façon rétroinhibitrice, diminuent la transmission du signal des cytokines




Figure 12. Figure synthèse illustrant le rôle potentiel des SOCS dans la résistance hépatique à la leptine et la
pathogenèse de la SHNA. La leptine a normalement pour effet d’inhiber la transcription de SREBP-lc via le
système de transduction du signal JAK/STAT. L’hyperleptinémie rencontrée dans les cas de SHNA stimule
l’expression des SOCS qui inhibent le signal de la leptine. L’augmentation de SREBP-lc en résultant stimule
la lipogenêse de novo et inhibe l’oxydation des lipides favorisant ainsi le développement de la SHNA. JAK
Janus Kinase, STAT-3: Signal Transducers andActivators ofTranscritio,i; SOCS : Supressors 0f cytokines









Figure 13. Figure synthèse illustrant le rôle inhibiteur de l’hyperinsulinémie, de la résistance à la leptine et de
l’hypoadiponectinémie sur la 3-oxydation mitochondriale hépatique. L’insuline active l’ACC ce qui a pour
effet d’augmenter les niveaux de malonyl-CoA ce qui inhibe la CPI-l et ainsi l’oxydation des lipides. La
résistance à la leptine et l’hypoadiponectinémie diminue l’action de ces deux cytokines au niveau hépatique
qui est d’activer l’oxydation des lipides. En effet, en situation normale, ces cytokines entraînent la
phosphorylation de l’ACC, vraisemblablement via l’activation de l’AMPK, ce qui inactive I’ACC et diminue
les niveaux de malonyl-CoA relevant ainsi la CPT-t de son inhibition et favorisant l’oxydation des lipides.
ACC: Acétyl-CoA Carboxylase; AMPK: AMP-Activated Protein Kinase; FAS: fatty Acid Synthase












1.2.2.2. La formation et la sécrétion de VLDL par le foie
La formationlsécrétion de VLDL par le foie est une voie de mise en circulation de
particules riches en TAG constitant ainsi en une voie d’élimination des lipides hépatiques.
Ces lipoprotéines riches en TAG sont des particules de 30 à 100 nm ne contenant qu’une
seule molécule d’apolipoprotéine B (apoB) (155). Les aspects cellulaires et moléculaires de
la formation et de la sécrétion de VLDL par le foie ont fait l’objet de maintes recherches
dans les dernières décennies (155). Ainsi, bien que le processus de formationlsécrétion soit
encore compris de façon incomplète, quelques concepts généraux sont de plus en plus
acceptés. Une des notions récentes qui mérite d’être soulignée est celle que les TAG
hépatiques servant à la formation de VLDL sont issus d’un pooi. distinct du pool de TAG
cytosoliques servant au stockage et par conséquent impliqués dans la stéatose (81, 155).
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Figure 14. Représentation schématique de la voie de formation/sécrétion des VLDL par le foie et cibles de
régulation de cette voie. Voir le texte pour plus d’informations. FfA: Free Fatty Acids; ER: Endoplasmic
Reticuhtrn; AADA : Aiylacetanzide Deacetylase; TGH: Triglycerides Hydrolase; ApoB : Apolipoprotéine B;
DGAT-l : DiacylglycerolAcyltransferase-1; DGAT-2 : DiacylglycerolAcyltransferase-2 ;MTP: Microsomal
Triacylglycerol Transfer Protein; TAG: Triacylglycerol; VLDL: Veiy Low Density Lipoprotein. Adapté de
Gibbons et al. (81).
Découptage entre ta régulation des TA G cytosotiques et celte des TA G microsomaux servant à ta
formation de VLDL
Les TAG cytosoliques ne seraient pas directement incorporés au sein des particules de
VLDL, il y aurait plutôt lipolyse des TAG cytosoliques et réestérification des AGL qui en
découlent au niveau du réticulum endoplasmique (81, 155). Ces TAG microsomaux
seraient ceux à la source de la formation de VLDL (Figure 14) (81, 155). Ainsi, il existe un
appareillage enzymatique différent et par conséquent, une régulation métabolique distincte,
pour la voie de formation des TAG cytosoliques et celle des TAG microsomaux
précurseurs des VLDL. De façon plus précise, la formation des TAG cytosoliques implique











aussi overt DGAT (81). Ces TAG cytosoliques peuvent ensuite être mobilisés au niveau de
la membrane du réticulum endoplasmique lisse par l’action lipolytique de lipases
hépatiques présumées être l’AADA et/ou la TGH (80, 81, 130). Cette lipolyse fournit des
AGL et des DAG se retrouvant maintenant à proximité de la membrane du réticulum
endoplasmique; il y a par contre incertitude à savoir si cette lipolyse se produit dans la
lumière du réticulum ou dans le cytosol (81, 155). Les AGL et les DAG peuvent ensuite
être réestérifiés dans les microsomes par l’enzyme DGAT-2, appelé aussi latent DGAT
(169); cet isoenzyme provient d’un gène distinct de celui de DGAT-1 (34) et son
expression est régulée différemment de celle du gène de DGAT-1 (237). Les TAG
microsomaux peuvent maintenant être incorporés dans des «TAG rich particle»
précurseurs de VLDL matures; il apparaît qu’une bonne proportion de ces TAG retournent
par contre au cytosol dans ce qui semble former un cycle futile (Figure 14) (81). La voie
précise par laquelle ces TAG microsomaux sont recyclés au niveau du cytosol est inconnue
(81).
Régulation de la formation de VLDL à partir de TA G microsomaux: rôle de la MTP
Comme il a été mentionné ci-dessus, les TAG microsomaux formés par la DGAT-2 sont
soit retournés au cytosol soit incorporés dans des « TAG rich particle ». Cette
incorporation nécessite l’action de la Microsornal trïacylglycerol transfer protein (MTP)
(181, 236). Ainsi, une étape limitante de l’utilisation des TAG hépatiques pour la formation
et la sécrétion des VLDL se trouve vraisemblablement au niveau de l’activité de la MTP.
Un défaut ou un dérèglement au niveau de l’acticité de cet enzyme pourrait donc
potentiellement être à l’origine de la SHNA. Chez des souris, l’inhibition de la MTP (131)
et la délétion du gène de la MTP (181) entraînent en effet un défaut dans la formation et la
sécrétion de VLDL, ce qui résulte en une stéatose hépatique importante. Chez l’Homme, un
polymorphisme fonctionnel a été trouvé au niveau de la région promotrice du gène de la
MTP (-493 G/7), l’allèle G, conférant une activité de transcription du gène moindre que
celle de l’allèle T(14 de (17). Il a été trouvé que les gens de type G/G atteints de diabète de
type 2 ont de plus fortes chances d’être à la fois atteints de stéatohépatite que les gens de
type G/T ou T/T (17). Il a ainsi été postulé que le foie stéatosé de ces gens atteints de
NA$H serait dû à une activité moindre de la MTP, diminuant la sécrétion de VLDL et
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entraînant ainsi une accumulation de TAG hépatiques. De plus amples études sont
nécessaires afin de mieux comprendre comment est régulé cet enzyme et l’ampleur de sa
contribution dans la pathogenèse de la SHNA.
L ‘insuti,ie inhibe la sécrétion de VLDL en favorisant le recyclage des TAG microsomaux et en
diminuant la formation d ‘apoB
Le recyclage des TAG microsomaux au niveau du cytosol est quant à lui favorisé par
l’insuline, ce qui constituerait un des mécanismes par lesquels l’insuline inhibe la sécrétion
des VLDL (Figure 14) (81). Il est d’intérêt de noter que, contrairement à l’inhibition qu’elle
exerce au niveau de la H$L adipocytaire, l’insuline n’a pas d’effet inhibiteur sur la lipolyse
des TAG cytosoliques hépatiques (81). Il est donc légitime de penser que des taux élevés de
cette hormone puissent engendrer une augmentation du cycle de lipolyse/réestérification
entre les poois de TAG cytosoliques et microsomaux. Un accroissement de l’activité de ce
cycle engendre vraisemblablement une augmentation dans le turnover d’AGL et de DAG,
ce qui pourrait possiblement amplifier leur effet cytotoxique et participer à l’induction
d’insulino-résistance hépatique par la stéatose (voire section 1.3).
Un deuxième moyen par lequel l’insuline inhibe la sécrétion de VLDL est via la régulation
qu’elle exerce sur l’apoB. Lors de la phase de maturation de la particule de VLDL, la
«TAG rich particle » formée à l’aide de la MTP doit être jointe à un précurseur de VLDL
contenant une apoB (Figure 14) (155, 198). L’insuline a pour effet de diminuer la sécrétion
d’apoB dans des cellules hépatiques de la lignée HepG2 (137) et dans des hépatocytes de
rats (209). Cette inhibition de la sécrétion d’apoB par l’insuline pourrait en fait être due à
une augmentation de la dégradation de l’apoB avant qu’elle ne soit sécrétée (210) et/ou à
une diminution de la synthèse de l’apoB (37). De façon récapitulative, l’insuline a donc non
seulement pour effet de stimuler la lipogenèse de novo et d’inhiber indirectement
l’oxydation des lipides mais aussi, de favoriser l’accumulation des TAG cytosoliques et
d’inhiber la sécrétion des VLDL. Il n’est donc pas surprenant de retrouver une grande
association entre la présence d’hyperinsulinémie et de stéatose hépatique. Il est par contre
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paradoxal de constater que les animaux et les humains atteints de diabète de type 2 sont
insensibles à l’action inhibitrice de l’insuline sur la sécrétion de VLDL (48, 59, 254).
Le rôle de ta voie deformation/sécrétion de VLDL dans ta pathogenèse de la SHNA
Le découplage dans la régulation des voies de stockage et de sécrétion de TAG hépatiques
confère au foie un pouvoir de contrôle des lipides circulants et hépatiques en accord avec la
fonction ultime de cet organe qu’est le maintien de l’homéostasie. Ainsi, le foie pourrait
activer la voie de stockage des TAG cytosoliques lors d’influx lipidique élevé et
ultérieurement, activer la voie de sécrétion des VLDL lorsque les lipides circulants sont
ramenés à des niveaux plus bas, ou lorsque la capacité de stockage des lipides au niveau du
foie a atteint une certaine limite. Il a d’ailleurs été suggéré qu’une fonction principale de la
sécrétion de VLDL par le foie serait d’atténuer ou de prévenir la stéatose hépatique (155).
Cette fonction putative et téléologique est mise en valeur par des études faites chez les
canards servant à la production de foie gras alimentaire. En effet, les espèces de canard les
moins susceptibles à l’induction d’une stéatose sont celles chez qui la sécrétion de VLDL
hépatiques est la plus efficace (98).
Dans un même ordre d’idées, Bartels et al. (12) ont proposé que la production accrue de
VLDL observée chez les souris ob/ob reflèterait une tentative du foie de minimiser
l’accumulation importante de TAG hépatiques caractéristique de cette souche de souris. Les
rats ZF et JCR :LA-cp sont aussi caractérisés par une stéatose importante, mais présentent
une production de VLDL accrue (59, 182). De plus, dans l’étude de Lin et al. (13$) qui
visait à comparer les niveaux de TAG hépatiques chez différentes souches de souris, les
souris présentant les niveaux de stéatose les plus élevés avaient aussi des taux de sécrétion
de VLDL plus importants. II semble donc que les modèles génétiques de rongeurs qui
présentent de façon spontanée une stéatose hépatique aient une sécrétion de VLDL accrue.
Au contraire, la sécrétion de VLDL semble réduite chez des rats nourris avec une diète
riche en lipides, ce qui participerait à la stéatose induite par ce type de diète (72, 109, 110).
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Les mécanismes d’induction de la stéatose et de régulation du métabolisme des lipides
semblent donc différents entre les modèles génétiques et les modèles nutritionnels de
stéatose. Encore une fois, l’interprétation des résultats des rongeurs génétiquement obèses
présentant une stéatose sont difficilement généralisables. Les diètes riches en lipides ayant
généralement pour effet d’augmenter les lipides circulants, la diminution de la sécrétion de
VLDL par le foie est peut-être ainsi une tentative de régulation en vue de minimiser
l’accumulation de lipides dans le lit vasculaire.
Le modèle d’induction de la stéatose par une diète riche en lipides est probablement plus
près de ce qui est observé chez l’humain lors de la SHNA observée dans les cas d’obésité et
d’insulino-résistance dues aux mauvaises habitudes alimentaires et à la sédentarité. Très
peu d’études ont été conduites chez l’humain afin de déterminer les taux de sécrétion de
VLDL lors de SHNA, mais à notre connaissance, les résultats de deux études confirment
cette hypothèse. Diraison et al. (56), après infusion de lipides marqués, n’ont observé
aucune différence dans le taux de sécrétion in vivo de VLDL entre des sujets atteints de
SHNA et des sujets sains. Ces auteurs suggérent ainsi que les gens atteints de SHNA ont un
métabolisme des TAG hépatiques orienté de façon préférentielle vers l’accumulation plutôt
que la sécrétion des lipides. Ils expliquent cette orientation métabolique par
l’hyperinsulinémie des sujets atteints de SHNA puisque l’insuline, comme cela a d’ailleurs
été discuté plus haut, a normalement pour effet d’inhiber la sécrétion de VLDL (figure 14)
($1, 132). Chariton et al. (37) ont quant à eux mesuré la synthèse in vivo d’apoB à l’aide de
13C-leucine chez des sujets obèses atteints de NASH. Ces sujets avaient un taux de synthèse
d’apoB nettement inférieur à celui observé chez des sujets obèses sans NASH et celui des
sujets sains, ce qui était peut-être en partie dû aux taux d’insuline qui étaient plus élevés
chez les sujets NA$H. Puisque la synthèse d’apoB représente une étape limitante dans la
formation des VLDL, une synthèse moindre de ce précurseur pourrait donc
hypothétiquement être une des causes de la stéatose et éventuellement de la NASH, en
limitant l’exportation des lipides hors du foie. Les conclusions à tirer de cette étude sont par
contre limitées puisque la sécrétion de VLDL n’y était pas mesurée. Il est également
impossible de déterminer si la diminution de la synthèse d’apoB est une cause ou une
conséquence de la NASH à l’aide de ce design expérimental.
46
Pour terminer, à partir des données disponibles à ce jour, il apparaît plutôt difficile de
conclure sur l’ampleur du rôle que joue la voie de formationlsécrétion des VLDL au sein de
la pathogenèse de la SHNA. De façon évidente, telle qu’en témoigne la SHNA, la
régulation de cette voie n’est pas parfaite et ne sert pas simplement à maintenir les TAG
hépatiques à des niveaux normaux. D’après les résultats obtenus sur les animaux nourris
avec des diètes riches en lipides ainsi que d’après ceux obtenus chez les humains, une
diminution de l’activité de cette voie semble participer au développement de la stéatose. Il
se pourrait qu’à mesure que la SHNA se développe et s’amplifie, cette voie soit activée de
façon à minimiser l’accumulation de lipides hépatiques. Cette hypothèse reste par contre à
être vérifiée.
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1.3. Conséquences de la stéatose hépatique: l’insulino-résistance hépatique
Il était autrefois admis que la simple présence de stéatose hépatique (sans inflammation)
était une condition bénigne, mais il est maintenant clair que l’accumulation de lipides
intrahépatique entraîne des conséquences néfastes au bon fonctionnement du foie (132). La
principale conséquence de cette accumulation de lipides au sein du parenchyme hépatique,
outre sa progression vers la stéatohépatite, est la résistance que développe le foie à la
fonction inhibitrice qu’exerce l’insuline sur la production de glucose.
1.3.1. Régulation par l’insuline de ta production hépatiqtte de glucose
La production hépatique de glucose est un phénomène métabolique essentiel au maintien de
la glycémie en période de demande énergétique (i.e. exercice, jeûne, stress, etc.). Elle se
fait grâce à la glycogénolyse des réserves de glycogène hépatique ainsi qu’à la
néoglucogenèse à partir de précurseurs carbonés dont les principaux sont le lactate, le
pyruvate, l’alanine et le glycérol. Par contre, lorsque du glucose exogène est disponible, la
mise en circulation du glucose par le foie doit cesser. L’insuline est la principale hormone
qui inhibe la production hépatique de glucose (13, 191). Pour ce faire, l’insuline régule à la
fois l’activité et l’expression d’enzymes clés du métabolisme des glucides au niveau
hépatique (Figure 15). L’insuline a normalement pour effet de réprimer l’activité et
l’expression des enzymes néoglucogéniques phosphoénolpyruvate carboxykinase
(PEPCK), gucose-6-phosphatase (G-6-Pase) et fructose-1 ,6-bisphosphatase (F-1 ,6-Pase),
ainsi que d’activer l’expression et l’activité d’enzymes de la glycolyse tels la glucokinase
(GK), la phosphofructokinase (PFK) et la pyruvate kinase (PK) (177). L’insuline active
aussi la glycogène synthase, favorisant ainsi la synthèse de glycogène hépatique plutôt que
sa dégradation. L’action génique de l’insuline sur l’expression de ces enzymes se produirait
via la régulation de facteurs de transcription tels le sterol-regulatory element binding
protein (SREBP-1), le hepatic nuclear factor (FfNF), la forkhead protein family (FoxA) et
du cofacteur peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activator-1 (PGC1) (Figure
15).
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Ces actions de l’insuline se produisent principalement via l’activation de la cascade de
signalisation de la PI3KIPKB/Akt (f igure 16). En bref la liaison de l’insuline à son
récepteur provoque l’autophosphorylation du récepteur qui à son tour, provoque la
phosphorylation de substrats appelés « insulin receptor substrates » (IRS) sur leurs résidus
tyrosines. Les IRS phosphorylés représentent ainsi des sites de liaisons pour plusieurs
protéines dont la PI3K. Lorsque liée à IRS. la PI3K active plusieurs protéines dont la
PKB/Akt qui elle, régule les activités enzymatiques et transcriptioimelles de l’insuline
(figure 16). Une diminution de l’activité d’un ou plusieurs éléments de cette cascade de




figure 15. Régulation de la production de glucose hépatique par l’insuline. Au niveau hépatique, l’insuline
inhibe l’expression et l’activité des enzymes néoglucogéniques (en rouge) glucose-6-phosphatase (G-6-Pase),
fructose-l,6-bisphophatase (f-l,6-Pase) et phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). L’insuline active â
la fois l’expression des enzymes glycolytiques (en bleu) glucokinase (GK), phosphofructokinase (PFK) et
pyruvate kinase (PK). L’action génique de l’insuline sur l’expression de ces enzymes se produirait via la
régttlation de facteurs de transcriptions tels le sterol-regulatoiy element binding protein (SREBP), le hepatic
nuclear Jactor (HNF), la forkhead protein ftmzilv (FoxA) et du cofacteur peroxisome prolferator-activated
receptor-yco-activator-l (PGCÎ). L’insuline régule aussi de façon positive l’activité de l’enzyme glycogène










Figure 16. Schéma représentant les étapes principales de la cascade de signalisation de l’insuline impliquant
PI3KIPKB/Akt. La liaison de l’insuline à son récepteur entraîne l’autophosphorylation de celui-ci qui à son
tour provoque la phosphorylation de substrats appelés « insulin receptor substrates » (IRS) sur leurs résidus
tyrosines. Les IRS phosphorylés représentent ainsi des sites de liaisons pour plusieurs protéines dont la PI3K.
Lorsque liée à IRS, la PI3K active plusieurs protéines dont la PKB/Akt. PKB/Akt inhibe GSK3 qui elle inhibe
la glycogène synthase, le résultat net étant une activation de la glycogène synthase par l’insuline. PKB/Akt
inhibe l’activité et la transcription des enzymes néoglucogéniques. IR : récepteur à l’insuline; IRS1 : insulin
receptor substrate I; IRS1 : insutin receptor substrate I; PI3K : phosphatidyl-inositol-3-kinase; PKB/Akt2







1.3.2. La stéatose hépatique: une cause vraisemblable de t’insulino-résistance
hépatique
Les études épidémiologiques conduites chez l’humain ont permis de mettre en lien la
présence de stéatose hépatique et d’insulino-résistance, mais pas de déterminer si la
stéatose est une cause ou une conséquence de cette insulino-résistance (147, 148).
L’utilisation du modèle animal, particulièrement celui de rats nourris de façon chronique
avec une diète riche en lipides, a quant à elle permis de largement appuyer l’opinion selon
laquelle la stéatose hépatique serait une cause de la résistance hépatique à l’insuline, ainsi
que d’élargir les connaissances sur les mécanismes par lesquels cela se produirait.
Grâce à la mise au point et la validation chez le rat d’une technique de clamp
hyperinsulinémique euglycémique, combiné à l’infusion de glucose marqué au ou au
3H de façon à mesurer la production de glucose hépatique (121-123), il a tout d’abord été
montré qu’une diète riche en lipides (Hf) administrée chez le rat, comprenant 60% de
lipides en terme d’énergie, réduisait l’effet suppresseur qu’exerce normalement l’insuline
sur la production de glucose hépatique (119, 123, 124).
Celle insulino-résistance hépatique était appréciable après seulement 3 jours de diète HF
alors que l’insulino-résistance musculaire, mesurée à l’aide de l’analyse de la prise par le
muscle de [3H]-2-deoxyglucose, n’était appréciable qu’à la suite de 3 semaines de diète Hf
(119). Dans celle étude, les auteurs émirent l’hypothèse que l’insulino-résistance
musculaire se serait développée de concert avec l’accumulation de TAG intramusculaires
(119). En effet, après trois jours de diète, les niveaux de TAG musculaires étaient
semblables entre les rats nourris avec la diète standard (SD) et ceux nourris avec la diète
Hf alors qu’après 3 semaines de diète, les rats HF avaient des niveaux de TAG
intramusculaires 2 fois plus élevés que les rats $D (119). Les auteurs ne rapportent
malheureusement pas de valeurs de lipides intrahépatiques. Par contre, les résultats qu’ils
avaient obtenus dans le muscle squelettique, ainsi que les résultats d’études précédentes
dans lesquelles une stéatose hépatique avait été induite par des diètes HF (220, 221),
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permettaient de soupçonner l’existence d’un lien entre la stéatose hépatique non-alcoolique
et la résistance hépatique à l’insuline.
Par la suite, à l’aide du même protocole de diète Hf (60%, kcal; 3 sem) et de clamp
hyperinsulinémique euglycémique avec infusion de ‘4C-glucose, l’équipe du professeur
Kraegen (105) démontra cette fois que l’insulino-résistance hépatique observée chez les
rats HF était associée à l’accumulation de lipides intrahépatiques. En effet, les niveaux de
TAG hépatiques des rats HF étaient 3 fois supérieurs à ceux observés chez les rats SD
(Figure 17D) (105). De plus, les rats HF avaient des concentrations hépatiques de malonyl
CoA supérieures aux rats SD (Figure 17E). Par contre, lorsque les rats HF avaient reçu une
injection, 24 h avant le clamp, du composé 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-r3-D-
ribofuranoside (AICAR), un activateur de l’oxydation des lipides via l’activation de la voie
de l’AMPK, les niveaux de TAG et de malonyl-CoA diminuaient significativement et la
suppression de la production de glucose lors du clamp revenait au niveau des rats SD
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Figure 17. Graphiques tirés de l’étude de Iglesias et al. (105) sur l’effet d’une diète riche en lipides et de
l’injection de 5-aminoimidazole-4-carboxamide- I -f3-D-ribofuranoside (AICAR) sur l’insulino-résistance
hépatique. Taux d’infusion de glucose (GIR) (A), taux de disparition du glucose (Rd) (B), production de
glucose hépatique (HGO) (C) lors des 30 dernières min d’un clamp hyperinsulinémiques euglycémiques;
contenu hépatique en triacylglycérols (D), et en malonyl-CoA (E) et activité de l’enzyme acétyl-CoA
carboxylase (ACC) hépatique (F) à la fin d’un clamp fait chez des rats nourris pendant 3 semaines à l’aide
d’une diète standard (CH-Con), d’une diète riche en lipides (HF-Con), d’une diète riche en lipides 24 h après
l’injection d’5-arninoimidazole-4-carboxamide-1-13-D-riboftiranoside (AICAR) (HF-AIC). * P < 0,05; ** P <
0,01; ‘‘‘ P <0,001 vs CH-Con; P <0,01; P <0,001 vs HF-Con.
Malheureusement, ces auteurs n’ont rapporté aucune donnée sur les mécanismes qui
pounaient faire le lien entre l’accumulation de lipides intrahépatiques et la sensibilité
hépatique à l’insuline. Par ailleurs, cette étude a permis de montrer que les traitements
pharmacologiques visant à réduire les niveaux de lipides intrahépatiques rétablissent la
sensibilité du foie à l’insuline, ce qui est d’ailleurs observé chez des rats atteints de stéatose
et d’insulino-résistance hépatique lorsqu’ils sont traités à l’aide de metformine (136) ou de
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Ïigands synthétiques des PPARs (246). Ainsi, ces résultats d’IgÏesias et al. (105) permirent
de confirmer l’hypothèse selon laquelle l’accumulation de lipides intrahépatiques pourrait
mener à l’altération des effets suppresseurs de l’insuline sur la production de glucose
hépatique.
Le rongeur nourri avec une diète Hf pendant plusieurs semaines ne développe pas qu’une
stéatose hépatique et de l’insulino-résistance, mais aussi de l’obésité (5, 101). Il est ainsi
envisageable que cette obésité puisse agir en tant que facteur confondant dans l’induction
de l’insulino-résistance hépatique. En effet, il est reconnu que les adipocytes engorgés
libèrent des niveaux accrus de cytokines (i.e. TNF-a, IL-6, résistine, etc.) et que ces
cytokines pourraient être impliquées dans l’induction de I’ insulino-résistance hépatique
(49). Néanmoins, plusieurs études dont au moins 3 conduites in vivo, ont montré que la
stéatose hépatique est associée à l’insulino-résistance hépatique indépendamment de
l’adiposité.
La 1 étude a été réalisée chez l’Homme. Dans cette étude, Seppihi-Lindroos et al. (197)
ont étudié des sujets non obèses et non diabétiques présentant des niveaux semblables
d’adiposité. Les sujets ont ensuite été séparés en deux groupes selon qu’ils avaient des
niveaux faibles ou élevés de lipides hépatiques mesurés par SRMN. Les auteurs
observèrent que les sujets avec des niveaux élevés de lipides hépatiques (10% du foie
infiltré) étaient atteints d’insulino-résistance hépatique, telle que mesurée à l’aide d’un
clamp hyperinsulinémique euglycémique avec infusion de 3H-glucose (197). Les sujets
atteints de stéatose semblaient aussi atteints de résistance à l’insuline au niveau
adipocytaire telle que montré par l’altération de l’effet inhibiteur de l’insuline sur les AGL
circulants lors du clamp (197). Les auteurs conclurent ainsi que la stéatose hépatique était
associée à de l’insulino-résistance et ce, de façon indépendante de l’obésité. Ces résultats
suggèrent que la stéatose hépatique pourrait être une cause primaire de l’insulino-résistance
hépatique et non une conséquence associée de l’obésité. Il est par contre à noter que chez
les sujets atteints de stéatose hépatique, la présence d’insulino-résistance périphérique,
suggérée par les taux élevés d’AGL circulants lors du cÏamp et une hyperinsulinémie à
jeun, est susceptible d’avoir participé à l’induction de l’insulino-résistance hépatique (114,
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172, 174). Il est ainsi impossible, à partir de ces résultats, de départager l’implication des
lipides intrahépatiques de celle de l’insulino-résistance périphérique en tant que cause de
l’insulino-résistance hépatique observée. De plus, aucun mécanisme pouvant expliquer le
lien entre la stéatose et l’insulino-résistance n’était mis de l’avant dans cette étude (197).
La 2e étude a été réalisée chez des souris A-ZIP/f-1 lipoatrophiques (115). Dans cette
étude, Samuel et al. (115) montrèrent que malgré l’absence de dépôts adipeux. ces souris
développent de l’insulino-résistance hépatique et musculaire marquée, associée à des
niveaux élevés de lipides intracellulaires dans ces tissus. De plus, lorsque des dépôts
adipeux étaient transplantés chez ces souris, cela engendrait une redistribution des lipides
hors du foie et du muscle, rétablissant ainsi la sensibilité à l’insuline de ces tissus, mesurée
lors d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique avec infusion de 3H-glucose (figure
1$B et D) (115). Ces auteurs montrèrent de plus que l’accumulation de TAG intrahépatique
était associée à une diminution de l’activité de la PI3K lorsqu’elle était stimulée par
l’insuline et que cette activité était rétablie lorsque les niveaux de TAG intracellulaires
revenaient à la normale (figure l$C) (115). La diminution de l’activité d’éléments de la
cascade de signalisation de l’insuline pourrait donc être à l’origine de l’augmentation de la
quantité de F-1,6-Pase hépatique mesurée par immunobuvardage (208) et/ou de
l’augmentation de l’activité de la G-6-Pase hépatique (166) observées suite à
l’administration d’une diète Hf chez le rat. Ceci pourrait, du moins en partie, expliquer
l’augmentation de la production de glucose observée lors d’un clamp hyperinsulinémique
euglycémique chez ces rats HF.
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À la lumière de ces résultats et de ceux de plusieurs études menées sur le muscle (voir
références no (172, 205) pour revue), il apparaît de plus en plus clair que l’accumulation de
lipides intracellulaires résulte en l’altération de l’activité d’éléments de la cascade de
signalisation de l’insuline et donc, en l’insulino-résistance du tissu en question et ce, sans
présence d’obésité. Il est par contre à noter que la présence de stéatose hépatique chez les
souris lipoatrophiques est aussi associée à de l’insulino-résistance périphérique et des
niveaux élevés d’AGL circulants comparativement aux souris contrôles. Ainsi, tout comme
dans l’étude de Seppihi-Lindroos et al. (197), il est impossible de dissocier l’accumulation
de lipides intracellulaires de facteurs extra hépatiques tels l’insulino-résistance périphérique
et les taux élevés d’acides gras dans l’induction de l’insulino-résistance hépatique.
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Figure 1$. Graphiques tirés de l’étude de Kim et al. (115). Taux d’infusion de glucose et de prise de glucose
systémique (A) et transport musculaire du glucose et pourcentage de suppression de la production de glucose
hépatique (B) lors d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique avec infusion de glucose tritié; activité de la
PI3K musculaire et hépatique (C) et niveaux de TAG musculaires et hépatique (D) chez des souris contrôles
(histogrammes blancs), lypoatrophiques (histogrammes noirs) et lypoatrophiques transplantées avec du tissu




À ce sujet, l’étude de Samuel et al. (192) du laboratoire du Dr Shulman permit non
seulement de dissocier la stéatose hépatique de l’obésité, mais aussi de l’insulino-résistance
périphérique. Pour ce faire, ils nourrirent des rats avec une diète HF pendant 3 jours, ce
temps étant rapporté par Kraegen et al. (119) comme suffisant pour induire une insulino
résistance hépatique, mais trop court pour observer de l’insulino-résistance périphérique.
Tel qu’escompté, en 3 jours de diète HF. les niveaux de TAG et de LCFA-CoA hépatiques
triplèrent, ce qui était associé à l’absence totale d’inhibition de la production de glucose
hépatique lors d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique (192). Aucun effet de la diète
HF n’étaït observable sur les TAG intramusculaires et l’insulino-résistance périphérique
(192). De plus, les auteurs validèrent le lien entre les lipides intrahépatiques et la sensibilité
à l’insuline du foie en administrant du 2,4-Dinitrophénol (DNP) à un groupe de rats HF, un
composé pharmacologique augmentant l’oxydation des lipides. Le DNP eut pour effet de
rétablir les niveaux d’acyl-CoA à la normale et de largement améliorer la sensibilité du foie
















Figure 19. Graphiques tirés de (192). Niveaux de LCfA-CoA 18:2 hépatiques (A) et production hépatique de
glucose avant (histogrammes pleins) et durant (histogrammes hachurés) un clamp hyeprinsulinémique
euglycémique (B) chez des rats nourris avec une diète SD (Control), une diète Hf (Fat fed) et une diète HF
avec 16 mglkg!jour de DNP (DNP), pendant 3 jours. # P <0,001 vs Control; P <0,05 vs fatfed; P <0,01
vs Fatfed.
Ces auteurs étudièrent également plusieurs étapes de la cascade de signalisation de
l’insuline au niveau hépatique afin de déterminer à quel(s) échelon(s) elle pourrait être




induite par la diète HF et lorsque stimulé par l’insuline in vivo, était associées 1) une
diminution de la phosphorylation en tyrosine de IRS1 et IRS2, 2) une diminution de
l’activité de la PI3K liée à IRS1 et IR$2, 3) une diminution de l’activité de PKB/Akt, 4)
une augmentation de l’activité de GSK3, ce qui résultait finalement en 5) une diminution de
l’activité de la glycogène synthase, un enzyme cible de la cascade de signalisation de
l’insuline (figure 20). De plus, l’administration de DNP de façon concomitante à la diète
HF avait pour résultat de rétablir à la normale l’activité de tous les éléments mesurés de la
cascade de signalisation de l’insuline. Ainsi, ces résultats de Samuel et al. (192) confirment
ceux trouvés au sein des souris A-ZIP/f-1 (115), renforçant le concept voulant que les







Figure 20. Schéma illustrant les mécanismes putatifs par lesquels les lipides intrahépatiques pourraient mener
à l’insulino-résistance hépatique. L’accumulation de métabolites dérivés des acides gras activerait des
protéines kinases C (PKC) qui pourraient activer c-Jun N-terminal kinase I (JNKI). Ces kinases inhiberaient
l’activité des IRS et/ou de la PI3K associée aux IRS résultant en une inhibition de la suite des évènements de
la cascade de signalisation de l’insuline. Le résultat net de ceci serait une diminution de l’activité de la
glycogène synthase, ainsi qu’une augmentation de l’activité et de la transcription des enzymes
néoglucogéniques. Voir le texte pour plus d’informations. IR: récepteur à l’insuline; IRSI : insulin receptor
substrate I; IRSI : insulin receptor substrate I; PJ3K phosphatidyl-inositol-3-kinase; PKB/Akt2 : protéine










1.3.3. Mécanismes d’altération des fonctions de l’insuline par tes lipides:
activation de PKCs
Lors d’accumulation de lipides intracellulaires, il y a non seulement accumulation de TAG,
mais aussi de plusieurs dérivés du métabolisme des acides gras tels les LCFA-CoA, les
DAG et le malonyl-CoA (82, 172, 205). Il apparaît d’ailleurs de plus en plus clair que la
présence accrue de TAG ne serait que le témoin, relativement bénin, d’une infiltration
lipidique du tissu, alors que ce qui entraîne les effets néfastes de cette infiltration serait
plutôt l’accumulation des dérivés des acides gras (172, 205). De ces dérivés, les DAG
intracellulaires (162) et peut-être les LCFA-CoA (189) sont des activateurs connus des
PKCs. Au niveau musculaire, plusieurs études ont montré que l’activation de certaines
protéines kinases C (PKC) serait à l’origine de l’insulino-résistance induite par les lipides
via la phoshorylation en sérine (Ser) des IRSY qu’elles induisent (85, 106, 114, 248). Cette
phosphorylation en Ser de IRS 1 interfèrerait avec sa phosphorylation en tyrosine et sa
liaison avec la PI3K et conséquemment, altérerait les évènements subséquents de la voie de
signalisation de l’insuline, menant ainsi à l’insulino-résistance musculaire (85, 106, 114,
248). L’infusion aigue de lipides chez le rat a permis de soupçonner qu’il puisse exister un
mécanisme semblable au niveau hépatique, cette infusion ayant conduit à l’activation de la
PKC- associée à une diminution de la sensibilité à l’insuline du foie (126). Il se pourrait
aussi que les effets inhibiteurs des PKCs sur la cascade de l’insuline soient médiés par
l’activation de c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) que les PKCs provoquent (192). En effet,
il a été rapporté que les PKCs active la JNK1 (3$) et la JNK1 a été impliquée en tant que
médiatrice de l’insulino-résistance induite par les lipides, possiblement via son effet
phosphorylant en 5er307 de IRS1 (102, 129).
Dans leur étude, Samuel et al. (192) ont ainsi voulu vérifier s’il était possible que
l’activation de la JNK1 et d’isoformes des PKCs ait pu mener à l’insulino-résistance
hépatique observée chez les rats Hf. Ils ont donc mesuré l’activité de plusieurs des
isoformes (ô, Œ, 3-1, Ç, et ) de la PKC. De ces isoformes, seule la PKC-g était activée chez
les rats I-If de l’étude de Samuel et al. (192), alors que Lam et al. (126) avaient plutôt
trouvé qu’une infusion aigue de lipides provoquait l’activation de la PKC-ô au niveau
hépatique. Ces résultats divergents s’expliquent possiblement par la différence entre les
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effets d’une infusion aigue de lipides et l’administration d’une diète HF de façon chronique
(192). Samuel et al. (192) trouvèrent aussi que les rats nourris avec une diète HF pendant 3
jours avaient une activité hépatique de la INK1 3 fois plus élevée que les rats SD et que la
JNK1 se liait à la fois à IRS 1 et IRS2. Par contre, ils ne trouvèrent aucune augmentation de
la phosphorylation en Ser307 de l’IRST chez les rats HF et suggérèrent que cette
conséquence de l’activation de la JNK1 puisse être un événement qui se produise plus tard
dans la chronologie de la pathogenèse de l’insulino-résistance hépatique induite par la
stéatose hépatique (192). Quoi qu’il en soit, les activités de la PKC- et de la JNK1 étaient
ramenées à la normale par le traitement au DNP des rats HF, suggérant un rôle potentiel de
ces kinases dans le développement de l’insulino-résistance hépatique induite par la stéatose
(Figure 20).
Ces résultats ont été confirmés par l’étude de Neshen et al. (162) conduite chez des souris
dont le gène de l’enzyme glycérophosphate acyltransférase mitochondriale (mtGPAT) a été
suprimé (mtGPATj. L’enzyme mtGPAT est responsable de l’acylation du glycérol-3-
phosphate menant à la formation d’acide lysophosphatidique (Figure 21). Cette réaction
représente l’étape limitante dans la synthèse de TAG de novo. Contrairement à leurs
contrôles, lorsque nourries avec une diète HF ces souris mtGPAT sont caractérisées par
l’absence de stéatose hépatique, une suppression de la production hépatique de glucose par
l’insuline tout-à-fait normale et de faibles niveaux de DAG intrahépatiques.
Comparativement à leurs contrôles, les souris mtGPAT présentent aussi, au niveau
hépatique, une activité supérieure de la PI3K associée à IR$2, une activité supérieure de
PKB/Akt2 et une activité moindre de la PKC-E. Il est intéressant de noter que ces souris
mtGPAT ont par contre des niveaux intrahépatiques de LCFA-CoA plus élevés que leurs
contrôles mais sans altération de la sensibilité hépatique à l’insuline. Ces résultats remettent
en question le rôle des LCFA-CoA dans l’insulino-résistance induite par les lipides et
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Figure 21. Synthèse de TAG de novo à partir de glycérol-3-phosphate et d’acyl-CoA. La première étape
consiste en l’acylation du glycérol-3-phosphate afin de former de l’acide lysophophatidique. Cette réaction est
catalysée par l’enzyme mitochondrial glycérophosphate acyltransférase (rntGPAT) et représente l’étape
limitante de cette voie anabolique (162). Il y a ensuite une seconde acylation entraînant la formation d’acide
phosphatidique à l’aide de l’enzyme 1-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT). Il y a ensuite
formation de diacylglycérol suite à l’hydrolyse de l’acide phosphatidique à l’aide de la phosphatidic acid
phosphatase (PAP). Finalement, le triacylglycérol est formé suite à I’acylation du diacylglycérol par l’enzyme
diacylglycérol acyltransférase (DGAT).
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En conclusion, le modèle d’induction de la stéatose hépatique par une diète riche en lipides
chez le rat permet de mettre en évidence l’existence d’un lien étroit entre l’accumulation de
lipides intrahépatiques et le développement d’insulino-résistance hépatique. Il apparaît
vraisemblable que les métabolites dérivés des acides gras soient responsables d’altération
de l’activité d’éléments de la cascade de signalisation de l’insuline. Ceci pourrait être médié
par l’activation de PKCs et/ou de JNKY par les lipides et résulterait en une diminution de
l’effet suppresseur qu’exerce l’insuline sur la production de glucose hépatique.
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1.4. Exercice et stéatose hépatique non-alcoolique
L’ entraînement physique est depuis longtemps recommandé afin de prévenir et de traiter
l’obésité et le diabète de type 2 (9, 46, 62). De plus, les effets bénéfiques de l’exercice sur
le muscle squelettique sont bien documentés (25, 7$, 113, 165, 224). Cette reconnaissance
des bienfaits de l’exercice a amené de plus en plus de chercheurs oeuvrant dans le domaine
du NAfLD à recommander la pratique d’activité physique dans le traitement et la gestion
de ce spectre d’affections hépatiques (16, 163, 213). De façon surprenante, très peu
d’études expérimentales ont été consacrées à la détermination des effets de l’exercice sur la
stéatose hépatique et l’insulino-résistance hépatique.
Chez les humains, à notre connaissance, aucune étude n’a été consacrée à l’examen des
effets de l’entrafnement physique sans manipulation de la diète sur la stéatose hépatique.
Quelques auteurs se sont par contre intéressés aux effets de l’entraînement combiné à une
diète hypocalorique sur la SHNA (217, 231).
Chez des patients obèses présentant une SFE’1A, 3 mois de diète restrictive ( 1500 kcal
jouf’ pour des sujets de $5 kg; 20% protéines, 30% lipides, 50% glucides) et
d’entraînement physique (quotidien, progressif jusqu’à 40 min de course . jour’) a permis
de réduire significativement le degré de stéatose hépatique mesurée à l’aide d’une analyse
semi-quantitaive de coupes histologiques (231). Malheureusement, cette étude ne
comportait aucun groupe de sujets ayant seulement suivi le programme d’activité physique
ou seulement suivi le programme de diète. Il est donc impossible à partir de cette étude de
conclure sur les effets de l’entraînement sur la stéatose hépatique.
Dans leur étude, Tamura et al. (217) mesurèrent les effets d’une diète seule (D) (- 1600
kcal . jouf’ ; 15% protéines, 25% lipides, 60% glucides) et de la combinaison de cette
même diète et d’un programme d’entraînement (D + E) (1-1,5 h de marche par jour, 5-6
jour par sem, 170 kcal• jouf’) sur les lipides intrahépatiques chez des sujets atteints de
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diabète de type 2 et de stéatose hépatique (groupe D: 10% d’infiltration; groupe D + E:
7% d’infiltration; mesuré par $RMN). Deux semaines de diète seule ou de diète et
d’entraînement résultèrent en une diminution des lipides intrahépatiques de C—25% similaire
(Figure 22). Le programme d’entraînement prescrit n’eut donc pas d’effet sur les niveaux
de lipides intrahépatiques qui puissent s’additionner à ceux de la diète seule. Il est difficile
d’évaluer les effets de l’entraînement physique puisque cette étude ne comportait pas de
groupe de sujets n’ayant suivi que le programme d’entraînement. T! est permis de suggérer
qu’un programme d’entraînement se prolongeant sur plus de 2 sem aurait peut-être résulté
en une plus grande diminution des lipides intrahépatiques que la diète seule. Il est aussi à
noter qu’un nombre supérieur de sujets du groupe D + E, que du groupe D, utilisait de la
metformine afin de traiter leur diabète de type 2. La metformine étant reconnue pour
diminuer les niveaux de lipides hépatiques, il est possible que l’exercice n’ait pu surpasser
les effets déjà présents du médicament additionnés de ceux de la diète.
(‘t) IHL
- -5
Figure 22. Graphique tiré de (217) illustrant le pourcentage de changement les lipides intrahépatique (IHL)
de patients atteints de stéatose hépatique et de diabète de type 2 après 2 sem de diète hypocalorique
(histogramme blanc) et de 2 sem de diète hypocalorique combinée à un programme d’entraînement à la
marche (histogramme noir).
Quelques recherches menées chez le rat ont été consacrées à l’étude de l’exercice sur la
stéatose hépatique, mais elles datent pour la plupart de plus de 10 ans et rapportent des






présentés de façon synthétisée au Tableau V. En somme, 6 études ont examiné les effets
d’un programme d’entraînement opéré de façon concomitante à une diète riche en lipides
(63, 160, 187, 212, 219) ou riche en éthanol (229) destinée à l’induction d’une stéatose
hépatique. Deux études ont évalué les effets d’un programme d’entraînement et d’une diète



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Dans leur étude, Narayan et al. (160) trouvèrent que 6 sem d’entraînement sur tapis roulant
prévint complètement l’induction d’une stéatose hépatique par une diète HF (65% lipides,
kcal) (Tableau V). En accord avec ces résultats, Rothfeld et al. (187) observèrent que 3 sem
d’entraînement volontaire réduisit significativement l’accumulation de lipides hépatiques
induite par une diète HF. Malheureusement cette étude ne comportait pas de rats contrôles
ayant été nourris avec une diète SD, ceci rendant les effets de l’entraînement volontaire
plus difficiles à apprécier. Estadella et al. (63) observèrent que 8 sem d’entraînement
concomitant à une diète Hf (35% lipides, kcal) réduisit significativement l’induction de la
stéatose hépatique par la diète HF. Il semble par ailleurs que 7 sem d’entraînement menées
de façon simultanée à une diète riche en éthanol aient presque complètement prévenu la
stéatose alcoolique obervée chez les rats sédentaires (229). Bien que les mécanismes qui
provoquent la stéatose alcoolique soient différents de ceux qui induisent la $HNA, les
résultats de cette étude permettent de supposer que l’entraînement physique pourrait
prévenir l’accumulation de lipides hépatiques lors de stéatoses non-alcooliques.
Dans leur étude, Straczkowski et al. (212) n’observèrent aucun effet de l’entrafnement
lorsqu’il était entrepris de façon concomitante à une diète I-If de 3 sem sur l’accumulation
de TAG hépatiques. La raison qui pourrait expliquer ces résultats divergents reste obscure.
Il est par contre à noter que Straczkowski et al. (212) observèrent des niveaux de TAG
hépatiques très bas (8,8 mg/g) comparativement à ce qui est habituellement rapporté chez
des rats nourris HF (Tableaux I et V). Il se pourrait que de si basses valeurs n’aient pu
permettre d’apprécier les effets potentiels de l’entraînement. Finalement, Terao et al. (219)
n’observèrent aucune différence significative entre les niveaux de stéatose hépatique de rats
nourris pendant 5 sem à l’aide d’une diète HF et de rats qui étaient entraînés de façon
simultanée à cette diète. Il est par contre à noter que dans cette étude (219) les rats étaient
nourris avec une diète SD à laquelle était ajouté 10% de sucrose pendant 5 sem avant de
débuter leur programme d’entraînement concomitant à la diète HF. Il a été rapporté que les
diètes riches en sucrose induisent une stéatose hépatique (11, 157). Il se pourrait ainsi que
les rats l’étude de Terao et al. (219) aient présenté une stéatose avant même de commencer
leur programme d’entraînement. Il est possible que l’entraînement ne soit efficace que pour
contrer l’induction de la stéatose et non pour résorber une stéatose déjà installée d’autant
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plus lorsqu’un nouveau stimulus d’induction de la stéatose (i.e. diète HF) est initié en
même temps que le programme d’entraînement.
D’autre part, Terao et al. (220, 221) ont aussi étudié les effets de l’entraînement débuté de
façon subséquente à l’induction d’une SI-NA de manière à évaluer si l’entraînement peut
résorber la stéatose lorsqu’elle est déjà présente. Les programmes d’entraînement évalués
étaient par contre combinés à un changement de diète (de HF à SD) ceci rendant, une fois
de plus, les effets de l’entraînement plus difficile à évaluer. Dans ces deux études (220,
221), une SHNA était tout d’abord induite à l’aide de 6 sem de diète HF. À la suite de ces 6
sem, les rats étaient nourris à l’aide d’une diète SD en restant sédentaires, ou en suivant
différents programmes d’entraînement à la nage (220) ou sur tapis roulant (221) et ce,
pendant 6 autres sem (Tableau V).
En bref, 6 sem de diète SD à la suite de 6 sem de diète Hf eurent pour résultat de diminuer
le contenu en TAG hépatiques de moitié (de 70 mg/g à 35 mg/g) alors que, quelqu’il
soit, l’entraînement combiné à la diète SD eut pour effet de réduire la stéatose de manière
encore plus prononcée que la diète SD seule (Tableau V). Il semble que des 2 programmes
d’entraînement à la nage, celui s’étant déroulé dans de l’eau dont la température était réglée
à 20°C ait été plus efficace que celui dans de l’eau à 30°C, résorbant la quantité de TAG
hépatiques à 10mgIg et éliminant tout signe qualitatif de stéatose (220). Face à ces
résultats, les auteurs suggérèrent qu’une certaine quantité de lipides hépatiques étaient
utilisée afin de maintenir la température corporelle.
Des 4 programmes d’entraînement sur tapis roulant étudiés, le programme de marche (10
m/min, 60 min!jour) et celui de course lente (20 m/min, 30 min!jour) furent plus efficaces
pour résorber la SFINA que ceux de course à vitesse moyenne (30 mlmin, 20 minljour) et
rapide (40 mlmin, 15 minljour) (221). Il semble ainsi que l’utilisation de lipides
hépatiques, et donc la résorption de la stéatose, soit plus importante lors d’exercices à basse
intensité. Ces résultats entrent ainsi en contradiction avec ceux de l’étude de Tamura et al.
(217) (Figure 21), dans laquelle l’ajout d’entraînement à la marche à une diète
hypocalorique ne réduisit pas plus la stéatose que la diète seule. Ce programme
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d’entraînement de l’étude de Tamura et al. (217) était par contre très court (2 sem). De plus,
il est difficile de comparer des études ayant été conduites chez l’humain à des études
conduites chez le rat, surtout lorsque les designs expérimentaux sont si différents l’un de
l’autre.
En résumé, il semble y avoir une tendance générale indiquant que l’entraînement physique
pourrait avoir des effets d’une part préventifs et d’autre part curatifs sur la stéatose
hépatique non-alcoolique. Par contre, un plus grand nombre d’études examinant les effets
de l’entraînement seul et avec des designs expérimentaux mieux contrôlés est requis avant
de tirer une conclusion ferme à ce sujet.
Par ailleurs, plusieurs effets extra et intrahépatiques liés à la pratique de l’exercice mènent à
penser que la pratique d’activité physique puisse prévenir et/ou traiter la stéatose hépatique
non-alcoolique. Au niveau extra hépatique, l’entraînement physique est connu pour
diminuer l’adiposité (54, 103, 179, 204), améliorer la sensibilité périphérique à l’insuline
(99, 113), réduire les niveaux d’AGL circulants (159) ainsi que pour améliorer l’effet
suppresseur qu’exerce l’insuline sur les concentrations plasmatiques d’AGL (100, 127).
Ces facteurs étant tous susceptibles de participer au développement de la stéatose hépatique
(voir section 1.2), leur amélioration par l’entraînement physique risque d’exercer un effet
positif sur la SHNA.
Il n’existe dans la littérature aucune étude ayant été conduite dans le but de comprendre les
mécanismes intrahépatiques via lesquels la pratique d’exercice puisse être bénéfique à la
SHNA. Il existe par contre des évidences expérimentales indiquant que l’exercice aigu
pourrait avoir des effets stimulants sur l’oxydation des lipides hépatiques et des effets
inhibiteurs sur la synthèse des lipides hépatiques et ce, via l’activation de la voie de
l’AMPK (33, 171). L’activation de cette voie par l’exercice aigu pourrait ainsi être un des
mécanismes par lesquels l’entraînement physique qui est la répétition de plusieurs sessions
d’exercice pourrait prévenir et/ou traiter la stéatose hépatique non-alcoolique.
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1.4.1. L’activation de la voie de J’AMPK hépatique par l’exercice aigu: un
mécanisme potentiel de traitement de ]a stéatose hépatique et de ]‘insu]ino
résistance hépatique
L ‘adenosin monophosphate-activated prote in kinase (AMPK) est une protéine kinase qui
joue un rôle crucial dans la régulation métabolique intracellulaire et systémique (31, 32).
En réaction à une baisse des niveaux d’énergie cellulaire, le rôle de l’AMPK est de stimuler
les voies métaboliques qui entraînent la formation d’ATP et d’inhiber les voies
métaboliques requérant une consommation d’ATP. L’AMPK est un hétérotrimère formé
d’une sous-unité catalytique Œ et de 2 sous-unités régulatrices f3 et y (90). L’AMPK est
activée de façon allostérique par l’augmentation du ratio AMP : ATP et de façon covalente
par une ou plusieurs kinases qui phosphorylent l’AMPK sur le résidu Thr’72 de sa sous-
unité catalytique Œ (32, $9). Ces kinases situées en aval de l’AMPK ne sont pas encore très
bien identifiées et ont donc été désignées AMPK-kinases (AMPKK); elles semblent aussi
être activées par l’augmentation du ratio AMP: ATP, (32, $9). Il existe de plus en plus
d’évidences expérimentales suggérant que le suppresseur de tumeur LKB1 puisse être une
de ces kinases (figure 23) (94, 243). L’activité de l’AMPK se mesure suite à
l’immnuoprécipitation de la protéine à partir du tissu étudié et la mesure de la capacité de
l’AMPK à phosphoryler un peptide synthétique in vitro (233, 241). Il existe atissi des
anticorps commercialisés reconnaissant la forme phosphorylée en 1hr172, et donc la forme
active, de l’AMPK. Il a été rapporté que l’état phosphorylé en Thr’72 de l’AMPK mesuré













Figure 23. Structure et fonctions de l’AMPK. Voir le texte pour plus d’information. Tiré de Carling (32)
Rôle clé de t’AMPK dans la régulation du métabolisme des lipides au nieeau hépatique
Au niveau hépatique, de plus en plus d’études mettent en évidence le rôle important que
joue l’AMPK dans la régulation du métabolisme des lipides en activant leur oxydation et en
inhibant leur synthèse (32, 33, 91, 171, 188, 253). L’inhibition de la synthèse des lipides
par 1’AMPK se produit de plusieurs façons: 1) par l’inactivation de l’ACC via la
phosphorylation de son résidu Ser79 (207), 2) par l’activation de l’enzyme malonyl-CoA
décarboxylase (MCD) qui catalyse la décarboxylation du malonyl-CoA en acétyl-CoA
(171), 3) par la diminution de l’activité de l’enzyme mtGPAT (158, 162, 171) 4) par
l’inhibition de l’expression des gènes lipogéniques ACC et fAS (242) et ce, possiblement
via 5) l’inhibition que 1’AMPK exerce sur l’expression et l’activité de SREBP-lc (253).
L’AMPK stimule l’oxydation des lipides via 6) la diminution des niveaux de malonyl-CoA,
relevant ainsi la CPI-1 de son inhibition (171, 188, 234) et possiblement, via 7) la
stimulation directe qu’elle exercerait sur la CPT-1 (234). Un schéma synthèse de la




Figure 24. Effets de l’activation de l’AMPK par l’exercice aigu sur le métabolisme des lipides au niveau
hépatique. L’augmentation de l’activité de I’AMPK entraîne une diminution des voies de synthèse des lipides
et une augmentation de l’oxydation des lipides. Voir le texte pour plus d’informations. Modifié de Ruderman
et al. (18$).
L ‘exercice aigtt activc’ l’AMPK
Il est maintenant bien connu que l’exercice aigu a pour effet d’activer la voie de
signalisation de l’AMPK au niveau du muscle squelettique et que ceci résulte en une
augmentation de la prise de glucose par le muscle (i.e. augmentation de la sensibilité à
l’insuline pendant et suite à l’exercice) et une augmentation de l’oxydation des lipides (7$,
90, 18$, 224).
L’effet de l’exercice aigu sur l’activation de l’AMPK dans des tissus autres que le muscle
squelettique a été très peu étudié. Park et al. (171) ont observé une activation de l’AMPK


















10% de pente) chez des rats normaux nourris avec une diète SD. Cette activation de
l’AMPK était associée à une diminution des niveaux hépatiques de malonyl-CoA, une
diminution de l’activité de l’ACC et de la mtGPAT et une augmentation de l’activité de la
MCD (171). Canson et al. (33) ont aussi rapporté une augmentation de l’activité de
l’AMPK hépatique et une diminution de l’activité de l’ACC chez des rats $D après 10 min
de course sur tapis roulant à 32 mlmin mais aucune modification significative dans
l’activité de ces enzymes lorsque l’exercice était de plus longue durée et de plus faible
intensité (120 mm, 16 mlmin, 15% de pente). La raison qui explique ces résultats
divergents reste à être déterminée mais il est possible qu’un exercice à une vitesse de 16
m/min ne soit pas assez intense pour augmenter de façon significative l’activité de
1 ‘AMPK.
L ‘activation de t’AMPK par des composés pharmacologiques ainéllore ta stéatose hépatique et
t ‘b,sulino-résista,ice hépatique
Puisque l’AMPK stimule l’oxydation des lipides et inhibe leur synthèse et que
l’accumulation de lipides intrahépatiques provoque l’insulino-résistance du tissu,
l’activation de l’AMPK hépatique par l’exercice pourrait être un mécanisme potentiel par
lequel l’exercice aigu et/ou l’entraînement réduirait la stéatose hépatique et,
conséquemment, l’insulino-résistance hépatique induite par les lipides. À l’appui de cette
hypothèse, rappelons l’étude d’Iglesias et al. (105) qui montra qu’une seule injection
d’AICAR (un agent pharmacologique reconnu pour activer l’AMPK) rétablit la sensibilité
hépatique à l’insuline et diminua la stéatose hépatique chez des rats nourris durant 3
semaines avec une diète Hf (60%, kcal). Ces résultats permirent d’ailleurs aux auteurs de
suggérer que l’activation ponctuelle de l’AMPK à l’aide de l’injection d’AICAR permit
d’améliorer la sensibilité hépatique à l’insuline vraisemblablement via l’effet activateur que
l’AMPK exerce sur l’oxydation des lipides. Toutefois, il est à noter que l’AICAR n’est pas
un activateur spécifique de l’AMPK. Il se pourrait donc que les effets obtenus après
injection d’AICAR aient été engendrés par une autre voie métabolique que celle de
l’AMPK hépatique. Par ailleurs, il est maintenant accepté que les effets thérapeutiques de la
metformine sur la stéatose hépatique et l’insulino-résistance hépatique sont dus à
l’activation qu’elle exerce sur l’AMPK (252, 253). D’autre part, il a été suggéré que le
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développement du diabète de type 2 et de niveaux élevés de malonyl-CoA hépatiques chez
des rats ZDF seraient en partie attribuables à une activité moindre de l’AMPK chez ce
modèle génétique de diabète de type 2 (249).
À la lumière de ces résultats, il est permis de postuler qu’une activité moindre de l’AMPK
de façon chronique puisse participer au développement de la stéatose et de l’insulino
résistance hépatiques. Ce pourrait d’ailleurs être un des mécanismes participant à
l’induction de la stéatose hépatique par les diètes riches en lipides. Aucune étude ne fait
toutefois état de données concernant l’activité de I’AMPK hépatique lors de diètes HF.
D’autre part, l’activation de 1’AMPK hépatique par l’exercice aigu semble réduire les
niveaux de malonyl-CoA hépatiques et activer l’oxydation des lipides hépatiques chez des
rats normaux (171). Il est donc légitime de penser que les effets préventifs et/ou curatifs de
la répétition de sessions d’exercice (i.e. l’entraînement) sur la stéatose hépatique puissent
être engendrés par l’activation de la voie de l’AMPK hépatique. Aucune étude
expérimentale n’a été consacrée au rôle que l’AMPK hépatique peut potentiellement jouer
en tant que médiatrice des effets de l’exercice et de l’entraînement dans des cas de stéatose
hépatique.
Par ailleurs, étant donné les effets néfastes de l’accumulation de lipides intrahépatiques sur
l’insulino-résistance hépatique et puisque l’exercice aigu semble réduire les niveaux de
lipides intrahépatiques grâce à l’activation de la voie de l’AMPK hépatique (171), il se
pourrait que l’exercice aigu puisse améliorer la sensibilité du foie à l’insuline. À notre
connaissance, les effets de l’exercie aigu sur l’insulino-résistance hépatique n’ont été
examinés que dans une seule étude. Oakes et al. (165) ont mesuré la production de glucose
lors d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique chez des rats chez qui de l’insulino
résistance avait été induite par 3 sem de diète Hf (60%, kcal). Dans cette étude, 2 h de nage
n’eurent aucun effet bénéfique sur l’insulino-résistance hépatique mesurée lors du clamp et
les lipides intrahépatiques ne furent pas mesurés lors de cette étude. Il est à noter que
l’exprérience était conduite 24 h après la fin de la période d’exercice et que les rats
continuaient d’être nourris avec une diète riche en lipides entre temps. Il est donc possible
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que cette période de latence entre l’exercice et l’expérience ait pennis aux effets bénéfiques
de l’exercice de s’estomper, hypothétiquement dû au retour à la normale des lipides
intrahépatiques durant ces 24 h. Il serait donc intéressant de mesurer la sensibilité hépatique
à l’insuline immédiatement après une période d’exercice chez des rats Hf et d’examiner
s’il peut y avoir une association entre la sensibilité hépatique à l’insuline et l’activité de
l’AMPK. Aucune donnée n’a été rapportée à ce sujet jusqu’à maintenant.
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1.5. Hypothèses et objectifs des études de la thèse
La première étude réalisée dans le cadre de cette thèse s’est déroulée au début de l’année
2001. Suite à une recension de la littérature disponible à ce moment, il appaissait de plus en
plus clair que la stéatose hépatique d’origine non-alcoolique représentait un problème
médical d’envergure. De plus, la notion d’association entre l’accumulation de lipides
intracellulaires et la sensibilité à l’insuline commençait à se préciser. Par ailleurs, les études
dans lesquelles les effets de l’entraînement physique sur la stéatose hépatique non-
alcoolique avaient été évalués faisaient état de résultats contradictoires et les designs
expérimentaux utilisés lors de ces études n’étaient pas toujours bien contrôlés. De plus, le
type (micro- versus macrovésicules) de vésicules lipidiques infiltrées au sein du
parenchyme hépatique n’avait encore été caractérisé de manière quantitative dans aucune
étude.
Grâce à l’utilisation du modèle de rat nourris avec une diète HF (42%, kcal; $ sem) afin
d’induire une stéatose hépatique non-alcoolique, ce premier projet de recherche visait à
évaluer si un programme d’entraînement (progressif sur $ sem, tapis roulant, 26 mlmin,
10% de pente, 5 jours/sem) concomitant à cette diète HF peut prévenir la stéatose hépatique
normalement induite par ce type de diète. Le deuxième but de ce projet était de caractériser
le type de stéatose hépatique induite par la diète Hf en terme de micro- ou de
macrovésicules et d’observer quels étaient les effets de l’entraînement (s’il y a lieu) sur les
différents types de vésicules de lipides intrahépatiques. Pour ce faire, une analyse
histologique quantitative fut faite à l’aide d’un logiciel de capture et d’analyse d’images
couplé à un microscope. Ceci nous permis de calculer le nombre de vésicules de lipides et
de les catégoriser selon leur surface, ainsi que de calculer la surface du parenchyme
hépatique occupée par ces vésicules.
La conclusion principale de ce projet fut qu’un programme d’entraînement concomitant à
une diète riche en lipides permet de prévenir complètement la stéatose hépatique
normalement induite par cette diète. Nous nous sommes donc interrogés à savoir si le
même programme d’entraînement mais débutant cette fois lorsque la stéatose hépatique
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était déjà présente, permettrait de faire se résorber cette stéatose sans qu’il y ait changement
de diète. Pour ce faire, les rats étaient nourris pendant $ sem avec une diète HF de manière
à ce qu’ils développent une stéatose hépatique. Ils débutèrent ensuite le programme
d’entraînement (progressif sur 8 sem, tapis roulant, 26 mlmin, 10% de pente, 5 jours/sem)
tout en étant maintenus sur la diète Hf (pour un totale de 16 sem sur la diète 11F). À notre
connaissance, cette étude était la première, et est encore la seule, consacrée à l’étude des
effets de l’entraînement seul, sans changement de diète, sur la stéatose hépatique déjà
présente.
De façon surprenante, nous avons observé que les rats sédentaires nourris durant 16 sem
avec une diète 11F, avaient des niveaux de TAG hépatiques semblables à ceux de rats
nourris pendant 16 sem avec une diète SD (‘—45 mg/g vs ‘—42 mg/g; respectivement). Dans
la le étude, $ sem de diète 11F avaient significativement augmenté les niveaux de TAG
hépatiques comparativement à $ sem de diète SD (‘-17 mg/g vs ‘—9 mg/g; respectivement).
Ces résultats nous firent donc développer l’hypothèse de la 3 étude voulant que lors de
l’ingestion chronique d’une diète HF, contrairement au tissu adipeux, l’accumulation de
lipides au niveau hépatique ne se produise pas de façon linéaire. Selon notre hypothèse, le
foie accumulerait une grande quantité de lipides dans les premières sem de diète HF et ces
niveaux de lipides hépatiques pourraient éventuellement se résorber avec le prolongement
de la diète HF. À ce moment, les résultats de Kraegen et al. (119) suggéraient déjà que
l’accumulation de lipides au niveau hépatique puisse se faire de façon plus rapide qu’au
niveau adipocytaire et musculaire mais aucune information sur la cinétique du
développement de la stéatose hépatique induite par une diète riche en lipides n’était
disponible dans la littérature. Ainsi, afin de vérifier notre hypothèse, des rats furent nourris
avec une diète HF pendant 1, 2, 4, 6, 8, 12 et 16 sem et comparés à des rats nourris avec
une diète SD pendant 2, 6, 12, et 16. L’accumulation de lipides intrahépatiques fut
comparée à celle du tissu adipeux et du profil sanguin. Les résultats de cette étude
confirmèrent notre hypothèse et montrèrent que, contrairement à ce qui était vu dans le
tissu adipeux et le profil lipidique sanguin, les lipides intrahépatiques ne s’accumulaient pas
de façon linéaire dans le temps. L’accumulation de lipides intrahépatiques était importante
79
(j—27 mg/g vs —43 mg/g; rats Hf vs rats SD, respectivement) dans les 2 premières sem de
diète HF et que la SHNA se résorbait ensuite d’elle-même pendant les sem suivantes, pour
se stabiliser à des niveaux plus bas après 16 sem de diète HF (—20 mg/g vs —13 mg/g; rats
Hf vs rats $D, respectivement).
Au cours de la quatrième étude conduite dans le cadre de cette thèse nous avons voulu,
cette fois, explorer la conséquence de la stéatose hépatique qu’est l’insulino-résistance
hépatique et tester les effets de l’exercice aigu sur celle-ci. Tel que discuté au cours de la
section 1.4.1, quelques données disponibles dans la littérature indiquaient que l’exercice
aigu puisse activer l’AMPK hépatique et qu’en retour l’activation de l’AMPK puisse
améliorer la sensibilité à l’insuline. En effet, l’activation de l’AMPK par des agents
pharmacologiques avait été associée à une diminution de l’insulino-résistance hépatique à
quelques reprises. Pourtant, aucune étude n’avait encore concilié ces doirnées et étudié les
effets de l’exercice aigu sur l’insulino-résistance hépatique et sur l’AMPK hépatique à la
fois. De plus, il n’existait aucune donnée disponible dans la littérature sur l’état d’activation
de l’AMPK lors de diètes Uf. La 4e étude présentée a donc été réalisée dans le but
d’évaluer si l’exercice aigu est en mesure d’améliorer l’ïnsulino-résistance hépatique
induite par une diète riche en lipides (45%, kcal; 3 sem) et de voir si ceci est associé à
l’activation de la voie de l’AMPK hépatique par l’exercice. Pour ce faire, des rats nourris
avec une diète Hf subirent un clamp hyperinsulinémique euglycémique avec infusion de 3H
glucose 15 min après l’arrêt d’une session de 30 min sur tapis roulant (20 m/min, 0% de
pente) et furent comparés à des rats nourris avec une diète SD ou Hf restés au repos avant
le clamp. Les niveaux hépatiques de phospho-AMPK, la forme activée de cette kinase,
furent mesurés par immunobuvardage. Les résultats de cette étude révélèrent que les rats
nourris avec une diète HF souffraient d’instilino-résistance hépatique associée à des
niveaux de phospho-AMPK 30% plus faibles que les rats nourris avec une diète SD. Une
session d’exercice aigu sur tapis roulant chez les rats Hf améliora la sensibilité hépatique à
l’insuline et rétablit les niveaux de phospho-AMPK à la normale.
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The purpose of the present study was to assess the effect of an exercise training programme
conducted concurrently with a high-fat diet regimen on the induction of hepatic steatosis. A
novel tool was used to histologically quantify the accumulation of fat within hepatocytes,
in terms of number and size of lipid vacuoles and, hence, to determine the type of steatosis
(macrovesicular (> 1 um2 of surface area) and/or microvesicular (< 1 um2 of surface area).
Two groups of rats were either fed a standard (SD) or a high-fat (I-1f; 40% kcal) diet for
eight weeks and were additionally assigned either to a sedentary ($ED) or a treadmili
trained (TR) group. Training (5 days/wk) was initiated at the same time of the high-fat diet
and was progressively increased reaching 60 min at 26 mlmin, 10% grade, for the last 4
weeks. Liver lipid infiltration was histologically quantified using an image analysis
computing system (Northem Eclipse, Empix Imaging Inc.). At the end of the $-wk period,
Hf-SED rats exhibited 72% higher liver triacylglycerol concentration than SD-SED rats
(X + SE: 17.15 ± 1.5 vs 9.9$ + 1.0 mg/g; P < 0.01). Histological analysis revealed that
aÏthough fat was mainly stored as microvesicles, the high-fat diet-induced hepatic steatosis
occurred via the accumulation of macrovesicles. Concurrent exercise training completely
prevented the high-fat diet-induced hepatic steatosis. The surface area of liver parenchyma
in±ïltrated by lipid vacuoles was similar in Hf-TR than in SD-SED rats (26.4 + 1.8 vs 29.3
± 5.9 x i03 irn2/ 200,000 11m2 of Ïiver parenchyma; respectiveÏy; P> 0.05). The resorption
of hepatic steatosis with training was mainly macrovesicular. The different states of liver
lipid infiltration following the high-fat diet in SED and TR rats were associated with
similar changes in plasma non-esterified fatty acids and glycerol, as well as with similar
changes in fat pads weights but not with plasma triacylglycerol levels. It is concluded that
following a high-fat diet regimen of eight weeks in rats, hepatic steatosis occurs primarily
via the accumulation of lipid as macrovesicles. Exercise training pursued at the same time
completely prevents the high-fat diet-induced macrovesicular hepatic steatosis.
Key words: liver; fatty liver; lipid infiltration; lipid vacuoles; insulin resistance; adiposity
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INTRODUCTION
fatty liver, or steatosis, refers to a histopathological condition characterised by an excess
accumulation of lipids, primarily triacylglycerols, within hepatocytes (30). Although simple
steatosis is not strictly a form of hepatitis, it is included as part of the broad spectrum of
non-alcoholic fafty liver diseases (7). The clinical significance of fatty liver is generally
thought to be a benign process. A subset of patients, however, go on to develop
steatohepatitis, which then progresses to fibrosis, cirrhosis, and liver failure (10, 170, 232).
fatty liver can be classified as macrovesicular or microvesicular steatosis, depending on the
size of the lipid vacuoles. Besides chronic ingestion of alcohol, macrovesicular fafty liver is
also seen in other conditions including type 2 diabetes, obesity, and the metabolic
syndrome (146, 232).
Increasing interest in the causes and the consequences of liver lipid infiltration has been
recently spuned by the finding that an association exists between the accumulation of
triacylglycerol in tissues other than adipocytes and the development of a state of insulin
resistance (191). Studies in fatless mice have demonstrated that fat accumulation in skeletal
muscle and liver is associated with insulin resistance and insulin signalling defects (115,
186). Studies in humans have also indicated that hepatic fat content is closely associated
with causes of insulin resistance such as obesity (146) and with defects in insulin
suppression of glucose production independent of obesity (25). These data provide
significant support to the emerging concept that fat accumulation in insulin-sensitive tissues
is deleterious for insulin action. Consequently, reduction of hepatic fat accumulation might
be considered as a new therapeutic target in the overail problem of insulin resistance.
Exercise training accompanied by a low-fat diet have long been prescribed as part of the
treatment in the management of obesity and type 2 diabetes. In spite of this, there is no firm
conclusion as to whether or not exercise training can prevent the induction of hepatic
steatosis. Iwo studies conducted in the 1970’s have indicated that exercise training can
prevent the accumulation of fat in the liver of rats receiving a high-fat diet (160, 187). In
more recent studies, conducted with use of a similar model of high-fat-induced obesity in
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rats, an absence ofeffects ofexercise on liver lipid accumulation was reported (212, 219).
The reasons for this discrepancy are flot clear, although differences in the diet-induced fatty
liver, in the exercise training programme, and in the techniques used to assess liver lipid
infiltration may ail be candidate. The purpose of the present study was first to re-examine
the effects of an exercise training programme pursued at the same time of a high-fat diet
induced-obesity (40% in kcal) on the accumulation of lipids in the liver and the associated
metabolic disturbances in plasma lipid profile, visceral and subcutaneous fat accumulation,
and the development of insulin resistance. In addition, with the use of a novel image
analysis computing system software program that enables precise morphological
quantification of liver lipid infiltration, the present study was intended to precisely quantify
the high-fat diet-induced macrovesicular and/or microvesicular hepatic steatosis in rats and
the extent to which exercise training affects this classification.
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METHOOS
Animal care. Female Sprague-Dawley strain rats (n=37, Charles River, St-Constant, PQ,
Canada), weighing 180-200g (6 weeks of age) upon their arrivai were housed by pairs and
had ad libitum access to food and tap water. Their environment was controlled in terms of
light (12:12-h light-dark cycle starting at 6:00 AM), humidity and roo;n temperature (20-
23°C). Ail experiments described in this report were conducted according to the directives
of the Canadian Council on Animal Care.
Diet and exercise protocol. A few days afier their arrivai, ail animais were randomiy
assigned to a standard or a high-fat diet for $ wks. Haif of the animais in each dietary
condition were concunently exercise trained for the whole 8-wk period, while the other haif
remained sedentary. Hence, the four experimentai groups consisted of standard fed rats in
the sedentary (SD-SED, n=9) or the trained state ($D-TR, n=9), or high-fat fed rats in the
sedentary (HF-$ED, n9) or the trained state (HF-TR, n=10). The HF diet consisted of 42%
lipid, 36% carbohydrate, and 22% protein (kcai) and was provided in small pellets from
ICN Pharmaceuticals (NY, USA). The standard diet (12.5% lipid, 63.2% carbohydrate, and
24.3 % protein; kcai) consisted of usuai peilet rat chow (Agribrands Purina Canada,
Woodstock, Ontario). Both diets are described in detail in Table 1.
Exercise training consisted of continuous running on a motor-driven rodent treadmili
(Quinton Instruments, Seattie, WA) 5 times a wk for $ wks. Rats were progressiveiy run
from 15 min!day at 15 mlmin, 0% siope, up to 60 min!day at 26 mlmin, 10% siope for the
last 4 wks.
Ail rats were weighed 2 times per wk and their food intake in g was monitored 3 times per
wk.
Intravenous glucose tolerance test. Six weeks after the beginning of the dietary and
exercise protocoïs, ail animais were submitted to an intravenous glucose tolerance test
(ivGTT) whiie in an ovemight-fasted state (—18 h). Ail exercise trained animais were
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restrained from exercise 48 h before the test. The experiments were run between 09:00 AM
and 13:00 PM. The ivGTT was conducted according to a modifled technique of Bongbeie
at al. (20). On the moming of the test, animais were anaesthetized with sodium
pentobarbitai (50 mg/kg, ip) and shaved on the right side of their neck. A venous catheter
(PE5O) was inserted in the right jugular vein and kept patent for the entire duration of the
test with a sterile saline heparin solution (5 U/mi). A period of 15 min was allowed between
the completion of the surgery and the beginning of the test to standardize the effects of the
surgical stress. Blood samples were drawn at time —5 and O min to measure glucagon in the
fasting state in addition to plasma glucose and insulin. The ivGTT consisted of an injection
of a glucose bolus (0.5 g/kg of 50% dextrose solution) administered over a period of 10 s at
time O min. The catheter was rinsed 4-6 times with the animal’s blood in order to avoid any
residual glucose in the catheter. Blood samples (0.5 ml) were coiiected in ethylene diamine
tetraacetic acid rinsed syringe (EDTA, 15%) at 2.5, 5, 15, 25, 35, and 60 min following the
glucose injection and the plasma was used for subsequent glucose and insuiin analyses. Red
blood cells from each sampling were resuspended in a Krebs-Heinseleit solution
resembling plasma composition and re-injected into the animal. At the end of the ivGTT,
the jugular catheter was removed and the vein closed as weil as the opening on the neck of
the animal. Penicillin (penicillin G procain, 40,000 U/kg, im) was injected in the right leg
of the rat to prevent risks of infection. Animals were retumed to their cages and housed
individuaily for the remaining of the experimental period (2 wks). Exercise trained rats
were allowed a day ofrecovery before the resumption of their training programme.
Blood and tissue sampling. Two weeks afier the ivGTT, all animais were sacrificed
between 09:00 AM and 12:00 PM. Ail exercise trained animals were restrained from
training 48 h before the sacrifice. Food was removed from the animais’ cage at least 2 h
before sacrifice. Afier complete anaesthesia (sodium pentobarbital, 50 mg/kg, ip), the
abdominal cavity was rapidly opened following the median line of the abdomen. Blood was
rapidly (<45 s) and simultaneously drawn from the abdominal vena cava (--4 mi) and the
hepatic portai vein (--1.5 ml) into syringes pre-treated with EDTA (15%). Blood was
centrifuged (3000 RPM for $ mm, 4 °C) and the plasma kept for further analyses. Several
organs, muscles and fat deposits were excised and weighed in the following order: liver,
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mesenteric fat, right and lefi limb muscles (plantaris, soleus, meUlai and lateral
gastrocnemius), urogenital fat, retroperitoneal fat, and subcutaneous fat. Ail tissue samples
were frozen in iiquid nitrogen immediately afler being weighed. The liver median lobe was
freeze-clamped and used for glycogen and triacylglycerol determinations. For histological
analysis of liver lipid infiltration, two cross-sections of the large lobe were cut, embedded
in histological compound (OCT) and pre-frozen in 2-methylbutane brought to liquid
nitrogen temperature. Mesenteric fat pad consisted of adipose tissue surrounding the gastro
intestinal tract from the gastro-oesophageal sphincter to the end of the rectum with special
care taken in distinguishing and removing pancreatic cells. Urogenital fat pad included
adipose tissue sunounding the kidneys, ureters, and bladder as weli as ovaries, oviducts and
uterus. Retroperitoneal fat pad was taken as that distinct deposit behind each kidney along
the lumbar muscles. For subcutaneous deposit measurement, a rectangular piece of skin
was taken on the right side of each animal, from the median une of the abdomen to the
spine and the right hip to the first rib as described by Krotkiewski and Bjomtorp (125). Ail
plasma and tissue samples were stored at —78 oc until analyses except for the liver cross-
sections which were stored at —25 °c until histochemical treatment and analysis.
Analyticat Procedures. Plasma glucose concentration was determined with the use of a
glucose analyser (Yellow Springs Instruments 2300, Yellow Springs, OH). Insulin and
glucagon concentrations were measured with comniercially available radioimmunoassay
kits (Medicorp, Montréal, P.Q. and ICN Pharmaceuticals, New York, NY). Plasma NEFA
levels were measured with a commercially available kit from Roche Diagnostics GmBH
(Mannheim, Germany) and glycerol, TAG, and beta-hydroxybutyrate were measured with
kits from Sigma Diagnostics (St-Louis, MO).
Liver TAG concentration was estimated from glycerol released afier ethanolic KOH
hydrolysis using a commercial kit (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO). Although this
method does not discriminate between glycerol from phospholipids or TAG, Frayn and
Maycock (75) have shown that omitting removal of phospolipids leads to only a +2% error
in the determination of tissue TAG. Liver glycogen content was determined by use of the
phenol-sulfuric acid reaction (139). For histological analysis, OCT-embedded liver sections
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were eut in a eryostat at 5 jim and mounted on microscope siides at —25 °C. The siides were
then fixed with formaldehyde (10%) and stained with ou red O. Lipid infiltration was
assessed with light microscopy using an image analysis computing system (Northem
Eclipse, Empix Imaging Inc.). This system enabied a morphological quantification of liver
lipid infiltration in terms of lipid vacuole size and number as weii as the overali surface
area of liver parenchyma occupied by lipid vacuoles. Lipid vacuoles with a surface area
less than 1 tm2 were considered as microvesicies whiie lipid vacuoles with a surface area
greater than 1 tm2 were considered as macrovesicles. To account for discrepancies in
sinusoids size between animais, the number and the surface area of the lipid vacuoles are
expressed for a standardised surface of liver parenchyma of 200 000 im2.
Statisticat Analysis. Values are expressed as means + S.E. Statistical analyses were
performed by a two-way ANOVA for non-repeated-measures design with diet and exercise
training as main effects. Fisher’s post-hoc test was used in the event of a significant (P <
0.05) F ratio. The area under the curve for plasma glucose and insulin levels during the
ivGTT was computed using a trapezoidal model.
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RESULTS
The high-fat diet resulted in a significant (P <0.01) increase in body weight in HF-$ED
compared to SD-$ED rats (Table 2). Exercise training in rats on the high-fat diet resulted in
a smaller body weight gain (P < 0.06) compared to HF-SED rats, so that afier training,
body weight in HF-TR rats was similar to body weight of SD-TR rats. The high-fat diet in
the sedentary state was associated with a significantly (P <0.05) higher mean daily energy
intake compared to the standard diet (Table 2). Exercise training increased (P < 0.01)
energy intake only in animals fed the standard diet. A lower (P <0.01) total relative muscle
weight was measured afier the high-fat diet in the sedentary state, while it was only
increased (P < 0.0 1) after exercise training in the high-fat group (Table 2).
There were no significant (P> 0.05) effects of either the high-fat diet or exercise training
on plasma glucose response during the ivGTT (fig.1). However, the glucose stimulated
insulin response (GSIR) was significantly (P <0.05) higher in high-fat fed rats than rats fed
the standard diet in both the sedentary and the trained state. There was no significant (P <
0.05) effect of training on G$IR, although a tendency for a decrease (7.5%) can be
observed in the high-fat rats (fig.2).
The high-fat diet in the sedentary rats resulted in a significant (P <0.01) increase in plasma
NEFA and glycerol concentrations whereas plasma TAG and 3-hydroxybutyrate
concentrations were not affected by the dietary manipulation (Table 3). Exercise training
significantly (P <0.05) reduced plasma NEFA and glycerol concentrations in both dietary
conditions, although the values remained higher in rats fed the Hf than the standard diet.
There was also a tendency (P <0.07) for plasma TAG to be decreased by training in both
dietary groups, while B-hydroxybutyrate values were flot changed following training (Table
3). Plasma glucose and insulin levels measured in peripheral blood were not affected either
by the high-fat diet or exercise training (Table 3). On the other hand, insulin measured in
the portai blood and glucagon measured in the fasting state were all significantly (P <0.05)
increased foilowing the high-fat diet. Although a substantiai reduction in fasting glucagon
level of approximately 30% can be observed foilowing training in the HF rats, there were
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no statistically significant effects of training on the hormones measured in the present study
(Table 3). As expected, the high-fat diet in the sedentary rats resulted in a significant (P <
0.05) increase (133 to 228%) in the relative weight of ail visceral and subcutaneous fat pads
(Fig.3A). Exercise training resulted in a significant (P <0.05) decrease in mesenteric and
subcutaneous fat deposits, and in the sum of the three visceral and the four measured
(inciuding subcutaneous) fat pads in both rats on the standard diet and even more in rats on
the high-fat diet (Fig. 3B). On the whole, it appears that the high-fat diet altered most ofthe
variables reiated to lipid metabolism and that physical training was of significant value in
counteracting these deÏeterious effects.
There were no significant (P> 0.05) effects of either high-fat diet or exercise training on
relative liver weight (Fig.4A). Liver glycogen content was significantly (P < 0.0 1) lower
following the high-fat diet in both sedentary and exercise trained rats (Fig.4B). Training
resulted in an increase (P <0.05) in liver glycogen content in both dietary groups (Fig. 4B).
The high-fat diet in the sedentary group resuited in a significant (P <0.01) increase in liver
TAG concentrations (Fig. 4C). Exercise training in rats on the high-fat diet prevented the
increase in liver TAG (P < 0.01) so that afler training, liver TAG concentrations were
similar in HF-TR and SD-SED groups (Fig. 4C). The histological assessment of liver lipid
infiltration revealed that the total surface area occupied by lipid vacuoles was largely
increased (‘-- 48%) following the high-fat diet in the sedentary state, although the statistical
significance level of this comparison was at P <0.07 (Fig SA). As for the liver TAG levels,
the surface area occupied by the lipid vacuoles was significantly (P < 0.01) reduced by
exercise training (Fig. SA). No statistical differences were found between groups in the
total number of lipid vacuoles in the liver (Fig. SB). There was no statistical difference
between ail groups in the number of liver lipid vacuoles of surface area less than 1 tm2
(Fig.6). Hf-SED rats had, however, a significantly (P< 0.05) higher number of lipid
vacuoles with surface area between 1 and 10 jim2 than SD-SED rats. Exercise training
significantly (P <0.05) lowered the number of liver lipid vacuoles in ail sizes between 1
and 10 11m2 (Fig. 6).
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DISCUSSION
The present high-fat diet regimen in rats resulted in a 72% higher fat accumulation in the
liver compared to standard-fed animais (f ig. 4C). Histological analyses confirmed these
resuits, the surface area of liver parenchyma occupied by the lipid vacuoies being 48%
greater in higli-fat than in standard-fed animais (Fig.5A). These results concords with those
of previous studies in which hepatic steatosis in rodents was induced by high-fat diets ($8,
160, 212). Hepatic steatosis can aiso be induced by other types of diets such as high
cholesterol (219), ethanol containing (229), choline-methionine deficient (141), and high
sucrose diets (11). In the present study we used a 40% high-fat diet in rats (as compared to
a -12% fat in standard chow, in kcal) over a relatively long period of time (8 wks) for this
species, in an attempt to reproduce a common high-fat diet in humans (60% kcal as fat in
a high-fat diet vs 30% in a recommended standard diet). Our resuits, using biochemical and
histological measurements, clearly show that hepatic steatosis can be induced by such a fat
rich diet without any toxin ingestion or aiimentary deficiency.
The maj or finding of the present study is that when an exercise training programme is
pursued at the same time as the high-fat diet, the induction of hepatic steatosis is
completeiy suppressed. At the end of the eight-week experimental period, HF-TR animais
had similar liver fat content than SD-$ED animals. This was observed using biochemical as
well as histological analyses (fig. 4C and 5A). There is some evidence that ethanol-induced
fatty liver can be attenuated by repeated mnning exercise in rats (229). The evidence that
exercise training reduces liver lipid accumuiation induced by fat-rich diets is, however,
controversial. In previous studies, an effect (160) and the absence of an effect (219) of
exercise training on hepatic steatosis have been reported. Comparison between these two
studies reveais that in the iatter study (219), exercise training was started afier fatty liver
had been induced. It is therefore possible that to be most effective, exercise must be
concurrent with the induction of fafty liver. In a recent study, however, Straczkowski et al.
(212) faiied to show an effect of concurrent exercise training on high-fat diet induced
hepatic steatosis in rats. In that study, rats were sustained on a 59% fat diet (as kcal)
resulting in a 190% increase in liver triacylglycerols and a 65% decrease in liver
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glycogen over a period of three weeks. Exercise training, over a 4 wk period, consisted of
running 6 times!wk from 1 to 3 h at 20 mlmin, 10% siope. In the present study, liver
triacylglycerols were increased by 72% while liver glycogen content was decreased by
20%. It is thus possible that in Straczkowski et al.’s study (212), the metabolic
perturbations induced by the high-fat diet might have been too intense to be compensated
by the exercise training programme. Although the modalities of application of the exercise
regimen seem to play a role, the present resuits clearly indicate that a 40 % high-fat diet
induced hepatic steatosis can be totally prevented by a concurrent exercise training
programme.
Hepatic steatosis can be distinguished as macro- or microvesicutar according to the size of
the lipid vacuoles (greater or less than 1 um2 of surface area, respectively). Macrovesicular
steatosis has been reported to be more common (199) while microvesicular steatosis is
usually described in association with more severe clinical cases (73, 93). It has been
recently suggested, however, that microvesicular steatosis is more prevalent than was
originally believed and that it can be present without liver dysftinction (73) or
hepatotoxicity (196). Thus, it seems that the clinical implications of microvesicular vs
macrovesicular steatosis require better characterization. In a first step towards this goal, we,
for the first time, used of a novel image analysis computing system to quantitatively assess,
the number and the size of lipid vacuoles accumulated within liver parenchyma. The resuits
obtained using this tool indicate that, although the number of microvesicles in the liver is
far greater than the number of macrovesicles, high-fat diet-induced hepatic steatosis occurs
mainly via an increased number of macrovesicles (f ig.6). The present study also provides
the first evidence that prevention of high-fat diet induced hepatic steatosis by exercise
training occurs mainly by preventing the accumulation of triacylglycerols as macrovesicles
without any apparent changes in the pool of microvesicles. It is flot possible. however, to
determine from the present data if lipid macrovesicles are newly synthesised as large
vesicles or if they resuit from the aggregation of small lipid vesicles into larger vesicles
(29), accompanied by an increased synthesis of microvesicles. Nevertheless, the increased
number of macrovesicles without any reduction in quantity of microvesicles should have
led to an increase in the total number of vesicles following the high-fat diet. Although a
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tendency towards an increase in the total number of vesicles following the high-fat diet and
a decrease in the total number of vesicles following exercise training can be observed
among high-fat fed rats, the differences did flot reach statistical significance (Fig.5B). This
could be due to the remarkably greater number of microvesicles compared to macrovesicles
and the fact that the number of microvesicles were flot affected by the present dietary and
exercise manipulations (Fig.6).
The precise mechanism by which macrovesicular hepatic steatosis can be prevented
through exercise training remains speculative. Mechanisms involved in the pathogenesis of
high-fat diet-induced hepatic steatosis are themselves nebulous. The accumulation of lipids
within the liver must be the result of an imbalance between 1) lipid uptake by the liver, 2)
lipid oxidation inside the liver, and 3) VLDL-triacylglycerol secretion. In the present
experiment, high-fat diet resulted in more than a two-fold increase in plasma NEFA. The
increased delivery of fatty acids to the liver should result in a higher uptake by the liver
since NEFA uptake is mostly done in a concentration-dependent maimer (29). Although we
did not directly measure liver lipid oxidation, plasma f3-hydroxybutyrate leveÏs, which can
be used as an index of the activation of this metabolic pathway, was not altered by either
the high-fat diet or exercise training. An increase in lipid uptake by the liver should have
resulted in an increased output through incorporation of triacylglycerol into VLDL. The
increased VLDL secretion by the liver should have lcd to an increased plasma level of
triacylglycerol (95). In our study, plasma triacylglycerol levels was not, however, increased
by the high-fat diet. During increased fat availability, the synthesis and secretion of VLDL
has already been reported to be insufficient to assure the normal lipid cycling between
adipocytes and hepatocytes (140, 245). Altogether, the changes of blood lipid profiles
following the high-fat diet suggest that fat accumulation inside the liver was the resuit of an
increased uptake of fafty acids by the organ, leading to an increased TAG synthesis rather
than an increased oxidation. Furthermore, it appears that the increased liver TAG synthesis
could not be compensated by an increase in VLDL secretion, resulting in fat accumulation
within hepatocytes.
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Consistent with the above-discussed mechanisms involved in the deveiopment of high-fat
diet-induced hepatic steatosis, there are three possibilities through which exercise training
could have prevented liver fat accumulation: 1) a diminished delivery of lipids to the liver,
2) an increased hepatic oxidation, and/or 3) an increased incorporation of TAG into VLDL.
Concurrent training in rats receiving the present high-fat diet resuited in a large decrease in
circulating plasma NEFA, no change in plasma 3-hydroxybutyrate leveis, and a tendency
(P <0.07) for lower plasma triacylgiyceroi levels. Altogether, these resuits suggest that the
preventing effect of exercise training on hepatic fat accumulation is a consequence of a
diminished delivery of NEFA to the liver rather than an increased hepatic oxidation or an
increased VLDL synthesis.
The reduced NEFA and glycerol plasma concentrations in exercise trained animais are most
iikeiy reiated to the decreased level of adiposity in these rats, most likely due to an
increased fat utilization. The interpretation that the decrease in liver lipid accumuiation
with exercise training is due to a decrease in circulating lipids rather than an increased
output from the liver wouid be consistent with the above-mentioned suggestion that
training is more efficient in decreasing hepatic fat accumulation if it is conducted at the
same time than fafty iiver is induced than if it is conducted afier fatty liver has been
induced. Another interesting observation is that simiiarly to the liver, fat accumulation in
the mesenteric fat pad, which is drained into the hepatic portal vein, was completeiy
prevented by exercise training. In contrast, high-fat diet induced eniargement of other
visceral fat pads (urogenitai and retroperitoneai), which are drained into the vena cava, was
not completely aboiished by exercise training. It has been suggested in a recent review
(132) that intracelluiar triacyigiycerol storage depot within the liver could act as an intemal
buffer to temporariiy protect the hepatocytes against the potential toxicity of NEFAs when
their uptake is greater than their oxidation rate and VLDL secretion. Simiiariy, it can be
postulated that, along with the mesenteric fat pad, the iiver could act as a systemic buffer to
temporarily iower circulating NEFAs.
A decrease in liver lipid accumulation may have clinical significance. An increase in iiver
triacylgiycerol content has been associated with impaired insuiin signaliing pathway within
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hepatocytes of fatless mice, resulting in decreased insulin suppression of hepatic glucose
production (115). Normai insulin action on hepatic glucose production, was re-established
when liver triacylglycerols were reduced by redistribution of fat into transpianted
adipocytes (115). In our experiment, hepatic insulin sensitivity was flot determined.
However, the resuits of the ivGTT revealed that high-fat fed rats developed mild systemic
insulin resistance, which was only somewhat irnproved by training (Fig. 2). High-fat fed
rats also depicted higher portai insulin and fasting glucagon levels than their standard-fed
counterpart animals, which was flot fully counteracted by training. The rather small effect
of training on these insulin sensitivity related variables contrasts, however, with the large
effect of training observed on hepatic lipid accumulation. Hepatic steatosis also constitutes
the first hit in the pathogenesis of non-alcoholic fatty liver which can progress to
steatohepatitis, steatonecrosis, fibrosis, cirrhosis and even liver failure (10, 170). Exercise
training can, therefore, constitute a tool contributing to the protection of the liver against
dlinical complications of fatty liver.
In summary, the resuits of the present study indicate that a high-fat dict administered over a
period of eight weeks in rats induced a state of hepatic steatosis, which was primarily
attributabie to an accumulation of lipids into macrovesicles (> 1 um2 of surface area).
Exercise training conducted concurrentiy with the high-fat diet, completely prevented the
accumulation of lipids into the liver. The exercise-induced decrease in hepatic fat
accumulation was mainly aftributed to a reduction in the number of macrovesicies.
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Fig 1. Plasma glucose response during the ivGTT test (A; means) and total area under
glucose concentration curve (AUC; B; means ± SE) in standard-fed rats (SD) in the
sedentary (SED) and exercise trained (TR) state, and in high-fat fed rats (HF) in the SED
and TR state. n = 9-10 rats/group.
Fig 2. Plasma insulin response during the ivGTT test (A; means) and total area under
insulin concentration curve (AUC; B; means + SE) in standard-fed rats (SD) in the
sedentary (SED) and exercise trained (TR) state, and in high-fat fed rats (HF) in the SED
and IR state. n = 9-10 rats/group. * Significantly different from standard-fed animais, P <
0.05.
Fig 3. Mesenteric (MES), subcutaneous (SC), retroperitoneal (RP), and urogenital (UG) fat
weight (WT) relative to 100 g body weight (BW) and the sum of the relative weights of the
three visceral fat pads (MES, RP, and UG) and the four fat pads (including SC) in standard
fed rats (SD) in the sedentaiy (SED) and exercise trained (TR) state and in high-fat fed rats
(UF) in the $ED and IR state. Values are means + SE, n = 9-10 rats/group. * $ignificantly
different from corresponding standard-fed group, P <0.05, ** P <0.01, P < 0.001.
Significantly different from conesponding sedentary group P <0.05, && P <0.01.
fig 4. Liver weight (A) relative to 100 g body weight (3W), liver glycogen (B), and liver
triacylglycerol (C) concentrations in standard-fed rats (SD) in the sedentary (SED) and
exercise trained (TR) state and in high-fat fed rats (HF) in the SED and TR state. Values are
means + SE, n = 7-10 rats/group. ** Significantly different from corresponding standard
fed group, P < 0.0 1. $ignificantly different from corresponding sedentary group, P <0.05,
&&P<0.01.
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Fig 5. Total surface area occupied by the lipid vacuoles (A) and total number of lipid
vacuoles (B), both expressed for a standardized surface area (2 x 1 im2) of liver
parenchyma in standard-fed rats (SD) in the sedentary (SED) and exercise trained (TR) rats
and in high-fat fed rats (Hf) in the SED and TR state. Values were obtained from
histochemical quantification using an image analysis computing system (Northern Eclipse,
Empix Imaging Inc.). Values are means + SE, n 4-8 rats/group. * Significantly different
from corresponding standard-fed group (F<0.07). && $ignificantly different from
corresponding sedentary group, P <0.01.
Fig 6. Number of lipid vacuoles per unit of surface area expressed for a standardized
surface area (2 x 1 tm2) of liver parenchyma in standard-fed (SD) rats in the sedentary
(SED) and exercise trained (TR) state and in high-fat fed rats (11F) in the $ED and TR state.
Values were obtained via histochemical quantification using an image analysis computing
system ÇNorthem Eclipse, Empix Imaging Inc.). Values are means + SE, n = 4-8
rats/group.
* Significantly different between HF-SED and SD-SED groups, P <0.05; Significantly
different between HF-TR and HF-SED groups, P <0.05. Statistical significance was for ail




Table 1. Composition ofthe high-Jat and standard diets
High-Fat Diet kg Standard Diet
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Table 2. Initial and final body weight, energy intake, and total relative muscle weight in
standard- and high-fatftd rats kept sedentary or exercise trainedfor 8 wks
SD-SED (n=9) SD-TR (n=9) Hf-SED (n=9) Hf-TR (n=]O)
Initial Body 183±2.1 186±1.0 187±1.9 184±1.1
Weight (g)
Final Body 284 ± 9.0 306 ± 4.3 330 ± 12.7* 306 ± 7.0
Weight (g)
Total Relative 0.732 ± 0.01 0.705 ± 0.01 0.646 ± 0.02 ** 0.72 1 ± 0.02
Muscle Weight
(g/lOOg BW)
Energy Intake 70.9±1.4 75.$±1.2& 77.0±2.3* 75.1±1.5
(kcal/day)
Fat intake 0.9$ 1.04 3.6 3.5
(g/day)
Carbohydrates 9.96 10.65 6.16 6.0
intake intake
(g/day)
Proteinintake 4.3 4.59 3.76 4.13
(g/day)
Values are means ± SE.
SD: standard diet; HF: high-fat diet; SED: sedentary state; IR: trained state.
Total relative muscle weight represents the sum of soleus, plantaris, and gastrocnemius
muscles relative weight ofthe right leg.
Energy intake represents the daily mean over the $-week protocol. * Significantly different
from SD counterpart (F<0.05), ** (F<0.01). ‘ Significantly different from sedentary
counterpart (P<0.05), (P<0.01).
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Table 3. Plasma metabolites and hormones concentrations in standard- and high-fat ftd
rats kept sedentary or exercise trainedfor 2 weeks
191.7± 9.9
SD-SED (n=9) SD-TR (nr=9) HF-SED (n=9) HF-TR (n=]O)
NEFA (mM) 0.09 ± 0.01 0.05 ± 0.01 & 0.21 ± 0.04 0.13 ± 0.02 ***&
Glycerol (mM) 0.12 ± 0.01 0.0$ ± 0.01 && 0.1$ ± 0.03 ** 0.11 ± 0.01
TAG (mM) 0.75 ± 0.10 0.60 ± 0.06 0.92 ± 0.22 0.59 ± 0.07
f3-OH(mM) 0.10±0.01 0.11 ±0.01 0.09±0.01 0.08±0.01
Glucose (mM) 7.66 ± 0.21 8.06 ± 0.21 7.76 ± 0.23 7.63 ± 0.22
Peripherai. 148.7± 10.5 170.9± 15.7 168.7± 16.5 163.1 ± 10.7
Insulin (pM)




Values are means ± SE.
SD: standard diet; Hf: high-fat diet; $ED: sedentary state; IR: trained state
NEFA: non-esterified fatty acids; TAG, triacylglycerol; f3-OH, beta-hydroxybutyrate.
Note: Ail variables were measured in a postprandial state (> 2h) except for fasting
giucagon.
* Significantly different from standard-fed counterpart animais (P<0.05), ** (P<0.01),
(P<0.001) & Significantly different from sedentary counterpart animais (P<0.05),
(P<0 .01).
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OBJECTIVE: We recentiy reported that an $-week high-fat diet-induced hepatic steatosis
was completely prevented if an exercise training programme was introduced and pursued
concurrentiy with the diet. The purpose of the present study was to determine the extent to
which introducing exercise training at mid-point in the course of a 1 6-wcck high-fat diet
regimen contributes to the reversai of liver iipid infiltration and the reduction of blood iipid
profile deterioration and body fat accumulation.
DESIGN AND SUBJECTS: Two groups of rats were fed a high-fat diet (42% kcal) for 16
weeks, one remaining sedentary during this entire period (Hf-Sed) and the other being
exercise trained for the iast $ weeks (HF-Tr). A third group was fed a standard diet and
remained sedentary for ail 16 weeks ($D-Sed). Training (5 days/week for $ weeks) began $
weeks afier introducing the high-fat diet and consisted of treadmiii running that was
progressiveiy increased to reach 60 min at 26 mlmin, 10% grade, for the last 4 weeks.
MEASUREMENTS: Various parameters including liver lipid infiltration, fat depots and
biood iipids.
RESULTS: Unexpectediy, liver lipid infiltration was not significantiy higher in HF-Sed
than in SD-Sed rats (means + SE: 14.9 ± 1.7 vs 12.3 ± 0.4 mg/g; P > 0.05). High-fat
compared to age-matched standard fed rats aiso showed an absence ofdifference (P> 0.05)
in the weight of total visceral fat pads (13 %), plasma non-esterified fatty acids (NEFA),
and ieptin concentrations, but depicted significantly (P < 0.01) higher values for
subcutaneous fat pad weight and plasma triacyglycerol. Exercise training largely decreased
visceral and subcutaneous fat accumulation by 30% and 26% respectiveiy (P < 0.0 1) as
well as NEFA, triacyigiyceroi, and leptin concentrations (P<O.01).
CONCLUSION:. Liver lipid infiltration does not seem to progress linearly over 16 weeks
of high-fat feeding in light of what has previousiy been observed afier 8 weeks of high-fat
feeding. Introducing a training programme in the course of a 16-week high-fat diet
protocol reduced adiposity, plasma NEFA, and leptin concentrations below the ievels
observed in standard fed rats. These data indicate that, exercise training, whether conducted
concunently or introduced during the course of a high-fat diet, is an asset to reduce the
deieterious effects of a high-fat diet.
Keywords: high-fat diet, exercise training, adiposity, iipid profiles, hepatic steatosis
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INTRODUCTION
It is weli established that the ingestion of a high-fat diet induces deieterious metabolic
effects including fat accretion in adipocytcs, hyperlipidemia, and insulin resistance in both
rodents and human beings (1-3). Recent data aiso indicate that such high-fat diets resuit in
liver Iipid infiltration, which is now recognised as an integrai part of the metabolic
syndrome. More specifically, hepatic steatosis, which is characterised by an excessive
accumulation of triacylglycerol within hepatocytes, has been associated with the
deveiopment of insulin resistance and insulin signalling defects (4-8). As a consequence,
information relative to the deveiopment and the reversai of hepatic steatosis has a ciinicai
importance that might have been overlooked in past studies. Specific concems such as how
physical training interacts with the deveiopment and reversai of hepatic steatosis become
important to counteract deieterious metaboiic effects resuiting from high-fat diet-induced
obesity.
Exercise training and a low-fat diet have long been prescribed as part of the treatment in the
management of obesity and type 2 diabetes. Previous studies have shown that when
imposed at the same time of a switch to a high-fat diet, exercise training attenuates
excessive fat gain, biood iipid profile deterioration, and the development of an insulin
resistant state that wouid otherwise occur with sedentarity and high-fat feeding (9-11).
Precise information on the role of exercise training as a preventive and/or a reversai agent
of iiver lipid infiltration is, however, relatively iimited. Our group has recently reported
data showing that exercise training pursued at the same time as an eight-week high-fat diet
completely prevented the high-fat diet-induced macrovesicular hepatic steatosis (12). These
data confirmed what has been reported in earlier studies using different approaches (13,
14). However, there are other studies reporting an absence of effects of exercise training on
hepatic steatosis (15, 16). One of the reasons put forward to explain this discrepancy was
that exercise training began afier fatty liver had been induced. It was suggested that to be
most effective, exercise must be concurrent with the induction of fatty iiver (12). It is flot
known if exercise training introduced during the course of a high-fat diet may be beneficiai
to counteract some of the effects of the higli-fat diet while maintaining the high-fat diet
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regimen. $uch information may be important to incite people to undertake a programme of
physical exercise, even if they do flot intend to change their dietary habits. Moreover, it is
not known how hepatic steatosis progresses if the high-fat feeding in rats is pursued beyond
a short term period (> $ weeks). The present study was designed to determine the extent to
which exercise training, introduced in the course of a relativeÏy long term high-fat diet
regimen (16 weeks), may contribute to the reversai of hepatic steatosis and its associated
blood lipid profile deterioration and adipose tissue fat accumuiation. To do this, exercise
training was imposed during the iast $ weeks of a 1 6-week high-fat diet regimen in rats.
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Methods
Animal Care. female Sprague-Dawley rats (n =27, Charles River, St-Constant, PQ,
Canada), 6 weeks old, weighing 1 $0-200g were housed by pairs and had free access to food
and tap water. Their environnent was controlled in ternis of light (12:12-h light-dark cycle
starting at 6:00 AM), humidity and temperature (20-23°C). Ail experiments were conducted
in accordance with the regulations ofthe Canadian Council on Animal Care.
Diet and Exercise Protocol. A few days afier their arrivai, ail animais were randornly
assigned to either a high-fat or a standard diet protocol for 16 wks. The HF diet consisted of
42% iipid (80% lard, 20% com ou), 36% carbohydrate, and 22% protein (kcal) and was
provided in small peliets from ICN Pharmaceuticais (NY, USA). The standard diet (12.5%
lipid, 63.2% carbohydrate, and 24.3 % protein; kcal) consisted of usual pellet rat chow
(Agribrands Purina Canada, Woodstock, Ontario). Details of the diets have been reported
elsewhere (12). Animais submitted to the high-fat diet were divided into two groups. One
group of rats remained sedentary for the whole 1 6-wk period (Hf-Sed, n=9), whiie the
second group of rats remained sedentary for the first $ wks and were exercise trained for
the remaining $-wk period (Hf-Tr, n=9). The third group consisted of rats fed a standard
diet while remaining sedentary for the whole 16-wk period ($D-Sed, n=9). Exercise
training consisted of continuous running on a motor-driven rodent treadmili (Quinton
Instruments, Seattie, WA) 5 times a wk for $ wks. Rats ran progressively from 15 min!day
at 15 m!min, 0% siope, up to 60 minlday at 26 mlmin, 10% siope for the last 4 wks. Ail rats
were weighed 2 times per wk and food intake was monitored 3 times per wk.
Blood and tissue sampling. At the end of the dietary and exercise protocol, ail animais were
sacrificed between 09:00 AM and 12:00 PM. Ail trained animais were restrained from
training 4$ h before the sacrifice. food was removed from the animais’ cage at least 2 h
before sacrifice. Afier complete anaesthesia (sodium pentobarbital, 50 mg/kg, ip), the
abdominal cavity was rapidly opened foilowing the median une of the abdomen. Blood was
drawn rapidly (<45 s) and simuitaneously from the abdominal vena cava (—4 mi) and the
hepatic portai vein (—1.5 mi) into syringes pre-treated with EDTA (15%). Biood was
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centrifuged (3000 RPM for 8 mm, 4 °C) and the plasma kept for ftirther analysis. Several
organs, muscles and fat deposits were exciscd and weighed in the foilowing order: liver,
mesenteric fat, triceps surae muscles (jlantaris, soleus, medial and lateral gastrocnemius),
urogenital fat, retroperitoneai fat, and subcutaneous fat. Ail tissue samples were frozen in
iiquid nitrogen immediately afier being weighed. The liver median lobe was freeze
clamped and used for triacyiglycerol determinations. Mesenteric fat pad included the
adipose tissue surrounding the gastro-intestinal tract from the gastro-oesophageal sphincter
to the end of the rectum. Speciai care was taken in distinguishing and excluding pancreatic
ceils. Urogenital fat pad included adipose tissue surrounding the kidneys, ureters, and
bladder as well as ovaries, oviducts, and utems. Retroperitoneal fat pad was taken as that
distinct deposit behind each kidney along the lumbar muscles. for subcutaneous deposit
measurement, a rectangular piece of skin was taken on the right side of each animal, from
the median tine of the abdomen to the spine and the right hip to the first rib as described by
Krotkiewski and Bjomtorp (17). Ail plasma and tissue samples were stored at —78 oc until
analyses.
AnaÏytical Procedures. Plasma glucose concentration was determined with the use of a
glucose analyser (Yellow Springs Instruments 2300, Yellow Springs, OH). Insulin
concentration was measured with a commercialiy avaiiabie radioimmunoassay kit
(Medicorp, Montréal, P.Q. and ICN Pharmaceuticals, New York, NY). Leptin
concentration was measured with a commercially available radioimmunoassay kit (Linco
Research Inc., St-Charles, MO, USA). Plasma nonesterified fatty acids (NEFA) levels were
measured with a commercially available kit from Roche Diagnostics (Mannheim,
Germany). Triacyglycerol (TAG), and beta-hydroxybutyrate were measured with kits from
Sigma Diagnostics (St-Louis, MO).
Liver TAG concentration was estimated from glycerol reieased afier ethanolic KOH
hydrolysis using a commercial kit (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO). Although this
method does flot discriminate between glycerol from phospholipids or TAG, Frayn and
Maycock (1$) have shown that omitting removal of phospolipids leads to only a +2% error
in the determination of tissue TAG.
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$tatistical Analysis. Values are expressed as means ± SE. Statistical analyses were
performed by a one-way ANOVA for nonrepeated-measures. Fisher’s post-hoc test was
used in the event ofa significant (F< 0.05) F ratio.
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Resuits
There was no difference (P> 0.05) in final body weight or mean daily energy intake among
the three groups (Table 1). Exercise training in Hf-fed rats resulted in a significantly (P <
0.05) higher sum of relative weights of the triceps surae muscles compared to the other two
sedentary groups (Table 1). There was no significant difference (P > 0.05) in liver
triacylglycerol concentration among the three groups, despite a 22% higher level observed
in HF-Sed compared to SD-$ed rats (Fig. lA). Plasma NEFA concentration was not
significantly (P > 0.05) affected by the Hf diet (Fig. lB). Exercise training, however,
resulted in significantly (P < 0.01) lower levels ofNEFA compared to SD-Sed. The high
fat diet resulted in —2 fold increase (P < 0.05) in plasma triacylglycerol concentration (Fig.
1C). Exercise training in HF-fed rats resulted in significantly (P < 0.01) lower levels in
plasma concentrations of triacylglycerol, compared to Hf-Sed rats. No difference (P >
0.05) was found in 3-hydroxybutyrate concentration among the 3 groups (Fig. 1D).
The HF diet in rats in the Sed state resulted in a larger (P < 0.00 1) deposit of subcutaneous
and retroperitoneal fat than rats fed the SD diet (Fig.2A). However, mesenteric and
urogenital fat pad weight was not significantly different (P> 0.05) between HF-$ed and
SD-$ed rats. The combined weight ofthe visceral fat pads was 13% higher in the Hf-$ed
rats compared to SD-Sed rats but this difference did not reach statistical significance (P >
0.05; Fig.2B). When the 4 fat pads were compiled together, a 17% higher fat relative
weight was found between HF-Sed and SD-Sed groups (P < 0.07). Exercise training while
on the high-fat diet resulted in a lower level (P < 0.05) of fat accumulation in every fat pad
(Fig. 2A).
Plasma glucose concentration was not significantly (P> 0.05) different among the 3 groups
(Fig. 3A). Insulin concentration was lower in the two HF-fed groups compared to the SD
fed group (P < 0.00 1) (Fig. 3B). Portai insulin was not significantly (P> 0.05) different
between the 3 groups (Fig. 3C). Exercise training did not have any effect on peripheral and
portal insulin concentrations (P> 0.05). Leptin concentration was flot significantly different
between HF-$ed and $D-Sed groups (P> 0.05) despite a 19% higher value in HF-Sed rats
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(Fig. 3D). Exercise training, however, resulted in a significant (F < 0.001) lower plasma
leptin concentration level compared to the two sedentary groups. The same differences
between groups were reproduced when the leptin response was expressed per g of fat
measured as the sum ofthe four fat pads (Fig. 3E). Leptin concentration for ail groups was
highly correlated with total fat pads weight (R2 = 0.81; P <0.001).
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DISCUSSION
In a recent study we reported that exercise training pursued at the same time as a high-fat
diet regimen of $ weeks in rats completely prevented the development of hepatic steatosis
(12). The present experiment, in continuity with this first study, was designed to evaluate
the effects of the same 8-week training programme but conducted during the last 8 weeks
of a 1 6-week high-fat diet regimen. Comparisons of the main resuits of these two studies
are presented in Table 2. Surprisingly, the first observation made from these comparisons is
that, compared to respective SD fed rats, liver lipid infiltration was more than 3 times
higher afier eight weeks of high-fat diet than afier 16 weeks of the same high-fat diet. A
possible explanation for this observation is that liver lipid infiltration occurs rapidly when
rats undertake a high4at diet regimen and decreases to a certain extent as part of the
adaptations to the high-fat diet. It is possible that, the role of the liver during a relatively
short period (8 weeks) of high-fat feeding is to take up lipids from the circulation, and
thereafier progressively release them back into circulation as the animal adapts to the high
fat feeding. Ihis would be consistent with the suggestion that the liver acts as a systemic
lipid buffer during periods of high lipid influx (12, 19). Ibis, however, does flot mean that
liver lipid infiltration may flot increase again if the high-fat diet is pursued for a longer
period of time. High-fat feeding for 10 months in male Wistar rats resulted in a large
increase in liver triacyglycerol concentrations (20).
One of the interests of the present study was to test the effects of an eight-week training
programme during the course of a 1 6-week high-fat diet regimen on liver lipid infiltration.
Since the development of liver lipid infiltration, independent of age, was much smaller aller
16 weeks than aller $ weeks, the answer to this question is flot readily obtained. At first
glance, it seems that exercise training in the present study did not have any effect on
hepatic steatosis. This would be consistent with results from other studies showing an
absence of effect of exercise training on hepatic lipid content when it was conducted aller
hepatic steatosis had been induced (15, 21). One reason for this might be that once liver
lipid infiltration is induced, a process that occurs relatively rapidly, the liver will by itself
release lipids back into circulation, reducing the potential beneficial contribution of
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exercise training. Notwithstanding this interpretation. it can be observed in Table 2 that
liver iipid infiltration was somewhat attenuated in HF-Tr rats, compared to SD fed rats,
when training was initiated during the course of the Hf diet (1 6-wk protocol).
One reason to assume that rats in the present study adapted to the 1 6-week high-fat regimen
is the surprisingly low increase in weight of visceral fat pads (Fig.23). Aithough fat pad
weight was significantly increased in retroperitoneal and subcutaneous areas, there was no
significant increase in mesenteric and urogenital fat pad weights. The difference in increase
in total visceral fat pad weight, taking age into account, between HF and SD fed rats, was
much lower afier 16 weeks than what has been observed after $ weeks of the same high-fat
diet (Table 2). This strongiy suggests that rats adapted to the high-fat diet, most likely by
oxidizing more lipids (22). On the other hand, the weight of the subcutaneous fat deposit
increased more afier 16 weeks than afier the $-week high-fat diet (55% vs 33%; Table 2).
Aithough reasons for this are flot clear, it does suggest that the different deposits of fat do
not follow a similar response to obesity. Even though the increase in visceral fat pad weight
was lower in the present 1 6-week regimen than in the previous $-week high-fat diet (Table
2), the introduction of exercise training in the course of the present 1 6-week high-fat diet
had a marked effect on reducing the weight of ail fat deposits such that overail fat
accumulation was even -30% smaiier than in standard diet fed counterparts (sedentary
counterparts) (Fig.2B). This, at the least, indicates that exercise training has a profound
reducing effect on body fat accumulation whether exercise is carried out at the same time or
introduced during the course of a high-fat diet regimen. It also indicates that liver lipid
infiltration and/or reversai follows a pattem somewhat different from body fat
accumulation and/or reduction. Tiikkainen et aI. (23) recently reported data in obese
women suggesting that liver fat content does flot simply reflect the size of endogenous fat
stores. On the other hand, the large reduction in body fat accumulation with exercise
training during the course of the present high-fat feeding (diet) gives some support to the
interpretation that exercise training might aiso have hindered the development of hepatic
steatosis.
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An interesting observation of the present study is that the 1 6-week high-fat feeding (diet),
as compared to SD feeding, resulted in a large increase in plasma triacyglycerol
concentrations and an absence of change in plasma NEFA levels (Fig. I B,C). This response
is the opposite to what has been found afler $ weeks of the same high-fat diet as the plasma
NEFA were elevated and not the triacyglycerols (Table 2). $imilar findings were found by
Bamard et aÏ. (24) who reported an early increase in plasma glycerol and a large increase in
plasma TAG afier 2 and 6 months, respectively, of high-fat feeding. As previously
suggested (12), the increase in plasma NEFA afier the $-week high-fat diet protocol
probably resulted in a higher uptake of lipid by the liver since NEFA uptake is mostly done
in a concentration-dependent manner (25). The large increase in plasma NEFA
concentrations in this shorter-term condition is possibly due to an increased rate of lipolysis
and may explain the large increase in liver lipid infiltration. A different response is,
however, seen afier 16 weeks ofthe same high-fat diet. With time (16 wks), exposure ofthe
liver to lipids may have resulted in an increase in VLDL secretion causing in tum a large
increase in plasma TAG level (26). This might explain why, as compared to rats on the $D
diet, liver lipid infiltration was much smaller afler 16 weeks than after 8 weeks of the same
high-fat diet. The lower levels of change in plasma NEFA afier 16 weeks compared to afier
$ weeks of the same high-fat diet might be explained by adaptations to the high-fat diet
such as a greater capacity to oxydize fat and possibly a better capacity to sequester the
lipids inside the adipocytes. On the other hand, plasma 13-hydroxybutyrate levels, which
may be taken as an index of liver lipid oxidation, were not changed by the present diet
conditions. Altogether, the increase in plasma TAG, most likely reflecting an increase in
liver VLDL secretion, and the absence of a significant change in plasma NEFA may both
be put forth to explain the finding that liver lipid infiltration is less accentuated afier 16
weeks than afier $ weeks of the same high-fat diet. Exercise training in the present 1 6-week
high-fat fed rats reduced circulating TAG as well as plasma NEFA. The decreased plasma
TAG in exercising high-fat fed rats may reflect a decreased need for VLDL-TAG secretion
due to the diminished delivery of NEFA to the liver. It could also reflect an increased
utilisation of circulating VLDL-TAG as energy substrate during exercise on a high-fat diet
(27).
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On the whole, the plasma NEFA and TAG data indicate that a high-fat diet regimen of 16
weeks leads to perturbations in lipid metabolism that are less accentuated than afier only 2
weeks of high-fat feeding. Nevertheless, exercise training was instrumental in reducing the
detrimental effects of high-fat feeding on lipid metabolism whether it is conducted at the
same time or introduced during the course of a high-fat diet. In contrast to lipid
metabolism, our data do not show any alterations in glucose metabolism either by high-fat
feeding or the training status. Although peripheral insulin was found to be lower in the
high-fat fed groups, plasma glucose and portaI insulin levels were similar in all three
groups. These data do not provide any indication of the development of an insulin resistant
state in the present 16 week high-fat fed rats. It is possible that insulin resistance might be
more present afier eight weeks of high-fat feeding, as in our previous study (12), than afier
16 weeks when rats depicted a higher level of adaptation to high-fat feeding.
Body weight measured at mid-point (8 weeks) in rats of the present study which evolved
into an absence of difference in final body weight between the groups also support the
interpretation of an adaptation to prolonged high-fat feeding. Exercise training introduced
in the middle of a 1 6-week high-fat diet protocol did not affect body weight nor daily food
intake but had a noticeable effect on body composition, largely reducing body fat content
and increasing muscle weight, assuming that the latter reflects increased muscle protein
mass (Table 1). Exercise training also largely diminished plasma leptin concentration.
Interestingly, reduced adiposity could not account for all of the lowering effect of training
on plasma leptin since when expressed per g of fat, exercise-trained animals still had lower
leptin values than the two other groups. Similar effects of training have been reported in
humans (2$) and male rats (21). It has been proposed by Reseland et aï. (2$) that regular
exercise could allow a resetting ofthe leptin concentration so that a lower concentration can
be maintained at a certain body fat content.
In summary, our results from rats submitted to a 1 6-week high-fat diet have lcd to a number
of new information in the light of what has been previously reported (12) following 8
weeks ofthe same high-fat diet: 1) liver lipid infiltration that was largely increased afler 8
weeks of high-fat diet was not different between the 1 6-week high-fat fed rats and the age-
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matched rats fed the standard diet; 2) visceral, but flot subcutaneous, fat accumulation was
comparatively less afier 16 weeks that afier $ weeks of high-fat feeding; 3) contrary to the
observations made afier $ weeks, 16 weeks of high-fat feeding was associated with an
increase in plasma triacylglycerol and no change in NEFA; and 4) exercise training whether
conducted concurrently to an $-week high-fat diet or introduced during the course of a 16-
week high-fat diet largely reduced fat accumulation and attenuated the deterioration of
blood lipid profile. It is suggested that the liver acts as a lipid buffer in the early phase of a
high-fat diet and progressively releases Iipids into the circulation as the animal adapts to the
high-fat diet. On the other hand, exercise training, whether conducted concurrently or
introduced during the course of a high-fat diet, is an asset to reduce the deleterious effects
of a high-fat diet. More research will be needed to better characterize the time-course of the
response ofthe triad liver-adipocyte-plasma to high-fat diet-induced obesity.
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LEGENDS
Fig 1. Liver iriacylglycerol (A), plasma non-esterified fatty acids (NEFA) (B),
triacylglycerol (C), and beta-hydroxybutyrate (D) concentrations in standard- (SD) and
high-fat (Hf) fed rats in the sedentary state (Sed) and in HF trained (Tr) rats. Values are
means ± SE, n 9 rats/group. a $ignificantly different from SD-fed rats P < 0.05, aa p <
bb Significantly different from Hf-$ed rats P <0.01.
Fig 2. Mesenteric (MES), subcutaneous (SC), retroperitoneal (RP), and urogenital (UG) fat
weight (WT) relative to 100 g body weight (BW) and the sum of the relative weights of the
three visceral fat pads (MES, RP, and UG) and the four fat pads (including SC) in standard
(SD) and high fat (HF) fed rats in the sedentary state (Sed) and in HF trained (Tr) rats.
Values are means + SE, n = 9 rats/group. a Significantly different from SD-fed rats P <
aa P <0.01, aaa p <o.ooi. b Significantly different from HF-Sed rats P <0.05, bb p <
0.01, bbb p <0.001.
Fig 3. Plasma glucose (A), peripheral insulin (B), portal insulin (C) and leptin
concentrations expressed in absolute (D), and relative to the sum of the fat pad weights (E)
in standard- ($D) and in high-fat (11F) fed rats in the sedentary state (Sed) and in 11F
trained tir) rats. Values are means + SE, n 9 rats/group. a Significantly different from
SD-fed rats P <0.05, aa P <0.01, aaa P < 0.001. b Significantly different from HF-Sed rats P
<0.05, bb p <0.01, bbb P <0.001.
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Table 1. final body weight, daily energy intake and the suri-i of right caif muscle relative
weights in rats fed a high-fat diet and remaining sedentary for 16 weeks (HF-Sed), fed a
high-fat diet for 16 weeks and exercise trained for the last 8 weeks of their diet protocol
(HF-Tr), and rats fed a standard diet while remaining sedentary for the duration of 16
weeks (SD-Sed).
SD-$ed (n = 9) Hf-Sed (n = 9) Hf-Tr (n = 9)
Mid-Point (8 wks) Body 3 15.1 ± 5.9 330.2 ± 9.8 304.1 ± 5.7
Weight (g)
Final Body Weight (g) 3 65.8 + 10.4 364.7 + 13.2 334.4 + 7.2
Mid-Point (2 wks) Daily 70.2 ± 2.0 74.3 + 1.8 70.4 + 0.9
Energy Intake (kcal/day)
Daily Energy Intake After 16 68.2 ± 1.9 70.8 + 1.6 68.7 + 0.7
wks (kcal/day)
Right Triceps Surae Weight 0.623 ± 0.02 0.586 ± 0.02 0.688 + 0.01 a. bb
(g/lOOg BW)
$ignificantly different from standard-fed counterpart animais (P<0.05). bb Significantly
different from sedentary counterpart animais (P<0.01).
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Table 2. Relative changes in lipid variables computed from data in the present study and in
a previous study (12) conducted under the same experimental conditions but for a shorter
duration.
Previous study (12) Present study
HF$-Sed vs Hf8- Tr vs HF16-Sed vs HF16-Tr vs
$D8-Sed SD8-$ed SD16-Sed SD16-Sed
Liver TAG (mg/g) tt 72%** t 20% t 22% t 2%
Visceral Fat tt 80% 4y%* t 13% .I- 21%
(g! 100g 3W)
Subcutaneous Fat t33%* t5% tt55%** t15%
(g/lOOg BW)
Plasma NEFA ttt 124%*** t44% 23%* N- 52%**
(mmol/L)
Plasma TAG tl$% 1.21% ttt9l%*
(mmol!L)
HF8: high-fat diet during 8 weeks; HF16: high-fat diet during 16 weeks; SD8: standard diet
during $ weeks; $D16: standard diet during 16 weeks; $ed: sedentary during their whole
respective protocol; HF$-Tr: high-fat diet and exercise training during $ weeks; HF16-Tr:
high-fat diet during 16 weeks with exercise training during the last $ weeks. * Significant
difference between the two groups mentioned at the top ofthe table (P<0.05); ** (F<0.01);
(P<0.001). NEFA: non-esterified fatty acids; TAG, triacylglycerol; Visceral fat: sum of
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The aim of the study was to characterize the time course of the development of high-fat
diet-induced hepatic steatosis and its relation to body fat accretion and changes in plasma
lipid profile. female Sprague-Dawley rats were high-fat fed (HF; 42%, kJ) for 1, 2, 4, 6,
12, and 16 weeks and compared to standard fed rats (SD). Data obtained from Hf rats were
further analyzed by classifying the animais into obesity-prone and obesity-resistant. In 11f
rats, liver lipid content increased rapidiy by 2O0% during the first 2 weeks, decreased
almost to baseline levels between week 2 and 6, and re-increased by 17% between week 6
and 16 (p < 0.05). Body weight, body fat accretion, plasma leptin, NEFA, and glycerol
concentrations were higher in Hf than in $D rats (p < 0.05). These higher values were
established in 2 weeks and the differences between the groups did flot further enlarge from
week 2 to 16. Obesity-prone rats depicted higher body weight and body fat accretion than
obesity-resistant and SD rats. Surprisingly however, liver iipid content was the same in
obesity-prone as in obesity-resistant rats as they were both higher than in SD rats (weeks 2
and 16; p < 0.05). Our data support the hypothesis that the liver acts as a systemic buffer,
largely increasing its lipid content in the early stage of high-fat feeding. Our resuits also
suggest that the development ofnon-alcoholic fatty liver is more iinked to dietary fats than
to body weight gain.
Keywords: fatty liver, intraabdominal fat, plasma lipid profile, NAFLD, obesity resistant
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Introduction
It is weIl established that the ingestion of a high-fat diet promotes obesity and the
development of the metabolic syndrome in both rodents and human beings (Hill et al.,
1992; Ghibaudi et al., 2002; Satia-Abouta et al., 2002; Axen et al., 2003). Besides
increased fat accretion in adipocytes and hyperlipidemia, recent data also indicate that such
high-fat diets result in non-alcoholic hepatic steatosis, which is characterized by an
excessive accumulation of triacylglycerol within hepatocytes. Non-alcoholic hepatic
steatosis is now recognized as an integral part of the metabolic syndrome and has been
associated with the development of insulin resistance and insulin signaling defects
(Marceau et al., 1999; Kim et al., 2000; Reue et al., 2000; Saltiel & Kahn, 2001; Seppala
Lindroos et al., 2002; Samuel et al., 2004). furthermore, an accumulating body of evidence
suggests that non-alcoholic hepatic steatosis may progress to advanced liver disease in a
proportion of patients (Day, 2002).
Recent works conducted in our laboratory, using the high-fat diet regimen approach, have
led us to postulate that, opposite to what is generally assumed, lipids do not accumulate in a
linear fashion in the liver (Gauthier et al., 2003; Gauthier et al., 2004). In these works
(Gauthier et al., 2003; Gauthier et al., 2004), we hypothesized that hepatic steatosis
develops rapidly when rats undertake a high-fat diet regimen but does not increase linearly
over time and might even decrease if high-fat feeding is pursued for a longer period of
time. This observation would be consistent with the suggestion that the liver acts as a
systemic lipid buffer during periods ofhigh lipid influx (Frayn, 2002; Gauthier et al., 2003)
and may be the first organ to store excessive amounts of fatty acids (Westerbacka et aï.,
2005). One way to better circumscribe the role of the liver as a “fat trapper” in response to
high-fat feeding, is to establish the time course of the development of hepatic steatosis.
Surprisingly, very little infonnation on the time course of the development of high-fat diet
induced obesity and hepatic steatosis is available. Such information may be useftil flot only
to better characterize liver lipid infiltration but to better understand how a lipid load is
managed by the body over time. Since hepatic steatosis ofien develops in conjunction with
lipid accumulation in adipocytes and changes in blood lipid profile, these parameters must
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be considered to better understand how hepatic steatosis develops. Thus, the main goal of
the present study was to gain some information on the development of hepatic steatosis by
characterizing the time sequence (1 to 16 weeks) of high-fat diet-induced liver lipid
infiltration in rats.
Sprague-Dawley rats show large inter-individual differences in susceptibility to weight gain
when submitted to high-fat feeding (Lauterio et aï., 1994; Levin et aï., 1997; Wang et al.,
1998; Ghibaudi et aÏ., 2002). 11f obesity-resistant rats seem to be protected against weight
gain and adipocytes fat accretion (Pagliassotti et al., 1993; Lauterio et al., 1994;
Pagliassotti et al., 1994; Pagliassotti et aï., 1995; Levin et al., 1997; Wang et al., 199$;
Commerford et aï., 2000; Ghibaudi et al., 2002) but not consistently from high-fat diet
induced increase in plasma NEFA (Commerford et al., 2000; Ghibaudi et aL, 2002; Ii et
al., 2005). Liver lipid infiltration is highly related to the amount of circulating NEFA
(Sniderman et al., 199$). It is, however, unknown if obesity-resistant rats are protected
against high-fat diet-induced hepatic steatosis. Thus, to further characterize liver lipid
infiltration in response to high-fat feeding, we proceeded to a second analysis of the results
where high-fat fed rats that had the highest and the lowest weight gain were designated
obesity-prone (Hf-OP) and obesity-resistant (11F-OR), respectively, and compared to




Female Sprague-Dawley strain rats (n=]]9, Charles River, St-Constant, PQ, Canada),
weighing 180-200g (6 weeks of age) upon their arrivai were housed individually and had
ad libitum access to food and tap water. Their environment was controlled in terms of light
(12:12-h light-dark cycle starting at 6:00 AM), humidity and room temperature (20-23°C).
Ail experiments described in this report were conducted according to the directives of the
Canadian Council on Animal Care.
Diet protocol
Three days afier their arrivai, animals were randomly assigned either to a standard (SD) or
a high-fat (Hf) diet. The HF diet consisted of 42% lipid, 36% carbohydrate, and 22%
protein (kJ) and was provided in small pellets from ICN Phainiaceuticals (NY, USA). The
lipids included in the high-fat diet consisted of 80% lard (41% saturated fat, 44%
monounsaturated fat, and 9% polyunsaturated fat; g of fatty acids /100g of lard), and 20%
com ou (13% saturated fat, 25% monounsaturated and 58% polyunsaturated fat; g of fatty
acids /100g of com ou). The standard diet (12.5% lipid, 63.2% carbohydrate, and 24.3 %
protein; kJ) consisted of usual pellet rat chow (Agribrands Purina Canada, Woodstock,
Ontario). Details ofthe diets have been presented elsewhere (Gauthier et aÏ., 2003). Twelve
rats were immediately sacrificed afier their 3-day acclimatization period to provide baseline
values for the dependant variables. Rats on the high-fat diet were sacrificed afier 1, 2, 4, 6,
8, 12, and 16 weeks (n 9-1 0/group), while control rats on the SD diet were sacrificed only
afier 2, 6, 12, and 16 weeks (n = 9-10/group). Body weight and food intake were monitored
daily in ah rats. For the second part of the study, Hf-fed rats were classified according to
their weight gain during their respective period of high-fat feeding (2, 6, 12, and 16 weeks).
The 5 rats showing the highest weight gain and the five showing the lowest weight gain
were further classified as obesity-prone (HF-OP) and obesity-resistant (Hf-OR).
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B]ood ami tissue sampling
At the end of their respective dietary manipulation, ail animais were sacrificed between
09:00 AM and 12:00 PM. Food was removed from the animais’ cage 2-3 h before sacrifice.
Afier complete anaesthesia (sodium pentobarbital, 50 mg/kg, ip), the abdominal cavity was
rapidly opened following the median une of the abdomen. Blood was rapidly (<45 s) and
simultaneously drawn from the abdominal vena cava (-4 ml) and the hepatic portai vein
(1.5 ml) into syringes pre-treated with EDTA (15%). Blood was centrifuged (3000 RPM
for 8 mm, 4 °C) and the plasma kept for flirther analyses. Liver, muscles, and fat deposits
were excised and weighed in the following order: liver, mesenteric fat, urogenital fat,
retroperitoneal fat, and subcutaneous fat. Ail tissue samples were frozen in liquid nitrogen
immediately afier being weighed. The liver median lobe was freeze-clamped and used for
glycogen and triacylglycerol determinations. Mesenteric fat pad consisted of adipose tissue
surrounding the gastro-intestinal tract from the gastro-oesophageal sphincter to the end of
the rectum with special care taken in distinguishing and removing pancreatic cells.
Urogenital fat pad included adipose tissue surrounding the kidneys, ureters, and bladder as
well as ovaries, oviducts, and uterus. Retroperitoneal fat pad was taken as that distinct
deposit behind each kidney aiong the lumbar muscles. for subcutaneous deposit
measurement, a rectangular piece of skin was taken on the right side of each animai, from
the median une of the abdomen to the spine and the right hip to the first rib as described by
Krotkiewski and Bjomtorp (Krotkiewski & Bjorntorp, 1976). Ail plasma and tissue
samples were stored at —7$ °C until analyses.
Analytical procedures
Plasma glucose concentration was determined with the use of a glucose analyser (Yellow
Springs Instruments 2300, Yellow Springs, OH). Insulin concentrations were measured
with commercially available radioimmunoassay kits (Medicorp, Montréal, P.Q. and ICN
Pharmaceuticals, New York, NY). Leptin concentrations were measured with commercially
available radioimmunoassay kits (Linco Research Inc., St-Charles, MO, USA). Plasma
non-esterified fatty acid (NEFA) ievels were measured with a commercially avaiiable kit
from Roche Diagnostics GmBH (Mannheim, Germany) and glycerol, triacylglyceroi
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(TAG). and beta-hydroxybutyrate were measured with kits from Sigma Diagnostics (St
Louis, MO).
Liver TAG content was estimated from glycerol released after ethanolic KOH hydrolysis
using a commercial kit (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO). Although this rnethod does flot
discriminate between glycerol from phospholipids or TAG. Frayn and Maycock (frayn &
Maycock, 1980) have shown that omitting removal of phospolipids leads to only a +2%
enor in the determination of tissue TAG. Liver glycogen content was determined by use of
the phenol-sulfuric acid reaction (Lo et al., 1970).
Statistical analyses
Values are expressed as means ± S.E. Statistical analyses were performed using a two-way
ANOVA for non-repeated measures design with diet and time as main effects at common
time points 2, 6, 12 and 16 weeks, exciuding time point O (since no diet treatment was
given at that time). In a second step, the effect of time was analyzed separately in high-fat
and in standard fed rats using a one-way ANOVA for non-repeated measures over time
points 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, and 16 weeks in high-fat fed rats and time points 0, 2, 6, 12. and
16 weeks for $D fed rats. This second statistical analysis was performed to better
characterize the effect of time in each diet including comparison with time 0. In the second
part of the study, HF-OP, Hf-OR, and SD rats were compared using a two-way ANOVA
for non-repeated measures design with phenotype and time as main effects at time points 2,
6, 12, and 16 weeks. Fisher’s post-hoc test was used in the event ofa significant (p < 0.05)
F ratio.
Resuits
Mean daily energy intake was significantly higher (p <0.05) in rats that were fed the high
fat diet oniy for the first two weeks compared to standard fed counterparts (Fig. lA). Figure
1 B illustrates the mean daily energy intake from week 1 to 16 only in rats that were fed
either the high-fat or the standard diet for 16 weeks. This figure shows that on a high-fat
diet, rats ingest more energy during the first few weeks and then lower their daily energy
intake to levels similar to standard-feU rats. Rats on the high-fat diet depicted overail (from
week 2 to 16) higher (p < 0.05) body weight compared to standard fed rats (Fig. 1C). Liver
TAG content was higher (p < 0.05) in high-fat than in standard fed rats at weeks 2 (200%)
and 16 (-50%) (Fig. 1 D). In high-fat fed rats, liver TAG content increased by -2 folds
during the first two weeks ofthe diet (p < 0.05), to decrease during weeks 2 to 6 (p <0.05)
to a level that was not significantly (p > 0.05) different from baseline values anymore.
Liver lipid infiltration re-increased when high-fat feeding was pursued over 6 weeks, 11F
feU rats showing liver TAG values significantly (p < 0.05) higher than resting levels at
week 8 and 16. There was no effect of time on liver triacylglycerol concentration in
standard-fed rats (p> 0.05). Liver glycogen content was significantly (p < 0.05) lower in
Hf than in SD fed rats (Fig. lE). There was no significant (p> 0.05) effect oftime on liver
glycogen levels.
Fat depots
The relative weights of the mesenteric, retroperitoneal, and urogenital fat depots as well as
plasma leptin concentrations were significantly (p < 0.05) higher in HF than in SD fed rats
throughout weeks 2 to 16 (fig. 2). There was no statistical interaction in any of these
responses indicating that high-fat feeding induced a rapid increase in these variables during
the first 2 weeks and that the difference between high-fat and standard feU rats was not
accentuated or diminished throughout the remaining weeks. The intraabdominal fat depots
and plasma leptin concentrations were significantly (p < 0.05) higher with time in both
dietary conditions. The response of the subcutaneous fat pad was, however, somewhat
different than the intraabdominal fat dcpots (fig. 2D). Although overali higher (p < 0.05)
values were found in 11f compared to SD rats, the accumulation of subcutaneous lipids was
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rapidly increased in high-fat feU rats (first two weeks) to decrease during weeks 2 to 4 and
increase again until the end of the experiment.
Plasma variables
As for fat pads weight, plasma NEFA and glycerol concentrations were higher (p < 0.05) in
Hf than in SD fed rats throughout weeks 2 to 16, the difference between the two dietary
groups being established during the 2 first weeks on the diets and remaining constant
during the remainder of the study (fig. 3 A, B). Plasma NEFA and glycerol levels
increased (p < 0.05) rapidly with time (1 st wk) in Hf fed animais while they were
significantly (p < 0.05) increased only afier 12 wks when rats were fed the SD diet. No
significant differences (p> 0.05) were found in plasma TAG between HF and SD rats (p>
0.05), the values increasing (p < 0.05) similarly on and afier the 6th wk in both dietary
conditions (Fig. 3C). No significant (p > 0.05) differences were found in plasma fi
hydroxybutyrate between the two dietary groups (f ig. 3D). Plasma fi-hydroxybutyrate
concentrations were found to be lower with time on and after the 1 2th week in SD fed rats
only.
High-fat feeding was associated with small but significantly (p < 0.05) higher plasma
glucose values (Fig. 4A) along with higher (p < 0.05) overail plasma insulin values in
portai but flot in peripheral blood (Fig 43, C).
Comparisons of HF-OP and 11F-OR rats with control SD rats
To further characterize liver lipid infiltration in response to high-fat feeding, we proceeded
to a second analysis ofthe resuits where high-fat fed rats that had the highest and the lowest
weight gain were designated obesity-prone (HF-OP) and obesity-resistant (Hf-OR),
respectively, and compared to control standard fed rats. As expected, rats prone to high-fat
diet-induced obesity (HF-OP) gained more weight than rats resistant to high-fat diet
induced obesity (HF-OR) and SD-fed rats (p <0.05; Fig 5A). Weight gain in HF-OR rats
was similar (p> 0.05) to rats fed the standard diet with the exception ofweek 2 where they
gained slightly more weight than the SD rats (p < 0.05). Mean daiiy energy intake was
significantly higher (p < 0.05) in HF-OP rats than Hf-OR and SD rats except at week 12
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(Fig 5B). No difference in energy intake was found between Hf-OR and SD rats with the
exception of week 16 where HF-OR rats had lower energy intake than SD rats (p < 0.05).
Intraabdominal and subcutaneous fat pad weights were heavier in HF-OP rats than in the
two other groups at each time point (p < 0.05; Fig 5C, D). HF-OR rats also showed heavier
intraabdominal fat pad weights than control standard-fed rats (p <0.05). Unexpectedly, no
difference was found in liver TAG content between HF-OP and HF-OR (p> 0.05), these
two groups depicting higher liver TAG content than SD rats at week 2 and 16 (p < 0.05; Fig
5E). Similarly to liver TAG, there were no significant differences (p > 0.05) in plasma
NEFA levels between HF-OP and Hf-OR rats, both of these groups showing higher plasma
NEFA levels than SD rats (p < 0.05; Fig 5F).
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Discussion
Although the significance of hepatic steatosis in relation to obesity and the metabolic
syndrome has gained interest in recent years, there is a paucity of information on the
development of this metabolic phenomenon. One of the advantages of using an animal
instead of a human model to study obesity is that it is ethically easier to use a nutritional
stimulus to examine how obesity develops instead of using obese versus non-obese
comparisons. This approach was used in the present study to examine how high-fat diet
induced hepatic steatosis develops over time and in relation to other metabolic
deteriorations. The present time course data show that in response to an increased ingestion
of fat, the liver becomes rapidly (1-2 weeks) and highly (--2 folds) infiltrated with lipids, to
decrease its lipid content in subsequent weeks (weeks 4-6), and becomes slowly re
inffltrated if the high-fat diet is pursued for a longer period of time (6-16 weeks). These
observations suggest that high-fat feeding-induced hepatic steatosis is, at first, a transitory
phenomena that probably helps avoiding the excessive accumulation of circulating lipids
upon a sudden increase in fat ingestion. Previous studies have shown that hepatic steatosis
can occur as early as afier three days of high-fat feeding (Kraegcn et al., 1991; Samuel et
al., 2004). b our knowledge, the present data show for the first time that the time course of
high-fat feeding-induced liver lipid infiltration occurs as a rapid and large increase in liver
fat content during the first few weeks which can subsequently decrease, even if the high-fat
diet is maintained, and slowly re-increase over time. However, the present data do not
preclude that high-fat feeding-induced hepatic steatosis can flot become a more stable
phenomena, as suggested by the 16th week values, if the diet or the obesity stimulus is
pursued for a longer period of time. High-fat feeding for 10 months in male Wistar rats
resulted in a large increase in liver triacyglycerol concentrations (Chalkley et al., 2002). It
is also revealing to observe that in rats fed a standard diet, liver lipid content did not
increase over time. This is in contrast to what is seen in the plasma and the adipocytes of
these standard fed rats where lipids accumulate over time even if the lipid content of the
diet remains unchanged. This suggests that liver lipid infiltration is more closely related to
the diet than to aging. The present findings on the development of hepatic steatosis are,
however, limited to the high-fat diet model since the mechanisms leading to hepatic
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steatosis might be different with other types of diet (i.e. high sucrose) or in genetic models
ofobesity (i.e. ob/ob mice and Zuckerfa/fa rats).
As expected, obesity-prone rats showed higher intraabdominal and subcutaneous fat than
standard-fed rats while obesity-resistant rats seemed largely protected against these high-fat
diet-induced deleterious effects. Surprisingly however, at time when significant hepatic
steatosis was present in high-fat fed rats (weeks 2 and 16), obesity-resistant rats depicted
the same degree of liver lipid infiltration than obesity-prone rats (Fig.5E). In addition, high
fat obesity-resistant rats showed NEFA concentrations similar to obesity-prone rats (Fig.
5F). These resuits suggest that high-fat obesity-resistant rats might flot be protected against
high-fat feeding-induced liver lipid infiltration. This is in agreement with the recent work of
Westerbacka et al. (2005) who found a close relationship between the amount of dietary fat
and liver lipid content in human independent of body fat. These results are also in line with
the suggestion that hepatic steatosis is independent of body weight gain and more closely
related to circulating NEFA levels (Seppala-Lindroos et al., 2002). Overali, data from the
present study indicate that, opposite to adipocytes fat accretion, high-fat diet-induced
hepatic steatosis does flot develop linearly over time. Moreover, the HF-OP and HF-OR
comparison reveals that high-fat feeding-induced hepatic steatosis is independent of the
ability of the animal to resist body fat gain.
In agreement with the suggestion of Westerbacka et al. (2005), our data on high-fat diet
induced liver lipid infiltration appear to indicate that the liver may be the first organ to store
excessive amounts of fatty acids. Acting as a lipid buffer, the liver would have a
detoxifying role in converting cytotoxic NEFA into TAG, a biologically inert molecule
(Gibbons et al., 2004). Changes in liver lipid content can be caused by modification of lipid
uptake which can then be directed towards lipid oxidation, lipid synthesis and storage,
and/or changes in VLDL-TAG secretion by the organ. In the present study, it seems likely
that the rapid and large accumulation of liver TAG observed during the first two weeks of
high-fat feeding is mostly the result of an increase in NEFA uptake. Indeed, high-fat
feeding resulted in a three-fold increase in plasma NEFA levels afier 2 weeks. The
increased delivery of fatty acids to the liver should resuit in a higher uptake by the liver,
147
because NEFA uptake is mostly done in a concentration-dependent manner (Burt et al.,
1991). It is also important to mention that the higher energy intake (Fig. 1 A, B) observed
during the first weeks of high-fat feeding may have contributed to the rapid increase in
plasma NEFA and liver fat content of high-fat fed rats. furthermore, data from the present
time course study reveal that during the first two weeks of high-fat feeding, liver lipid
partitioning seems directed more towards lipid synthesis and storage rather than lipid
oxidation or VLDL-TAG secretion. On the other hand, the decrease and re-increase in liver
lipid content between weeks 2 and 16 could be partly attributable to changes in VLDL
TAG secretion. Supporting this interpretation is the observation that, on the whole, the time
course of plasma TAG, which can partly reflect VLDL-TAG secretion, is opposite to the
time course of liver TAG accumulation. It is becoming clear that liver TAG which serves as
precursors for secreted VLDL-TAG particles do not come from newly synthesized TAG
made from circulating NEFA but from a second pooi of TAG located in the endoplasmic
reticulum (Gibbons et al., 2004). This second pool of TAG, utilized for the assembly of
VLDL-TAG particles, cornes from the hydrolysis and subsequent re-esterification of
cytosolic TAG, and thus requires a more complex enzymatic apparatus. It is tempting to
postulate that upon an increased ingestion of fat, lipids are first preferentially partitioned
towards the cytosolic pool, increasing liver TAG content, and that more time is required for
the up-regulation of VLDL-TAG assembly and secretion.
The time course of energy intake could also be part of the explanation for the decrease in
liver fat content seen between week 2 and 6 of high-fat feeding. After the first week, daily
energy intake of high-fat fed rats slowly decreased and stabilized to the levels of standard
fed rats. However, rats that were high-fat fed for 16 weeks show significant hepatic
steatosis while their mean daily energy intake calculated on the whole period of feeding
was the same as observed in standard fed rats (Fig lA). Moreover, obesity-resistant rats
showed equivalent liver lipid content as obesity-prone rats in spite of lower energy intake
(Fig. 5B, E). It thus appears that energy intake can influence liver fat content but is not the
sole contributor since isocaloric high-fat feeding can still induce hepatic steatosis as seen in
Hf rats at 16 weeks.
148
An interesting observation of the present study is that the higher gain in intraabdominai fat
pads weight (fig. 2), whether sampied from the mesenteric, retroperitoneal, or urogenital
area, in Hf compared to SD fed rats was cstablished as eariy as two weeks afier the diet
was initiated. The difference in intraabdominai fat between the 2 dietary groups then
remained constant during the subsequent 14 weeks of the experiment, high-fat fed rats
gaining no more fat than standard-fed rats after the 2 first weeks. The same pattem of
response is also observed for plasma leptin concentration, which is well known to be highiy
coneiated with the gain in adiposity (Bahceci et al., 1999). These observations suggest that
the gain in adiposity is rapidly established when rats are submitted to high-fat feeding and,
secondiy, that animais seem to adapt to high-fat feeding so as to control the gain in
adiposity. High-fat fed rats had a higher daily energy intake during the first few weeks of
feeding which declined to the ievel of standard fed rats during the first 4 weeks (fig. 1 A,
B). This initial hyperphagia couid thus partiy explain the time course of adipocyte fat
accretion observed in the present study. Along with the rapid gain in adiposity, higher
ievels of portai insuiin were estabiished early (2 wk) in high-fat compared to SD fed rats.
Such an observation was flot seen in peripheral blood. This may be taken as an indication
that insuiin secretion is rapidiy increased by a 14f diet and that consequently the iiver is
rapidiy exposed to higher leveis of insulin. These higher portai insuiin levels in HF fed rats
might have a role to piay in the rapid deveiopment ofhepatic steatotis.
In summary, resuits of the present study show that hepatic steatosis is a phenomenon that
takes place rapidly when rats are submitted to high-fat feeding but that does flot develop
lineariy over time. Moreover, obesisty-resistant rats do flot seem to be protected against
high-fat feeding-induced hepatic steatosis. suggesting a close reiationship between dietary
fat and liver. lipid content, independent of body weight and fat accretion. From a ciinicai
point of view, our resuits emphasize the importance of reducing dietary fat ingestion, even
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Legends
Fig 1. Mean daily energy intake in rats killed at different times and calculated for the
whole period of feeding (A), mean daily energy intake from week 1 to 16 only in rats that
were killed afier 16 weeks and calculated weekly (B), final body weight (C), liver
triacylglycerol and glycogen concentrations (D, E) in rats fed a standard (SD) or a high-fat
(HF) diet. Values are means ± SE, n = 9-10 rats/group. + Significantly different from SD
fed rats,p < 0.05. * Significantly different from week O (significantly different from week Ï
in Fig lA and B only),p < 0.05. & Significantly different from week 6,p < 0.05.
Fig 2. Mesenteric (A), retroperitoneal (B), urogenital (C), and subcutaneous (D) fat weight
relative to 100 g body weight (BW), and plasma leptin concentration (E) in rats fed a
standard (SD) or a high-fat (11f) diet. Values are means ± SE, n = 9-10 rats/group. +
Significantly different from SD fed rats,p <0.05. * Significantly different from week O,p
<0.05. & Significantly different from week 6,p < 0.05.
Fig 3. Plasma non-esterified fatty acids (NEFA) (A) plasma glycerol (B), triacylglycerol
(C) and beta-hydroxybutyrate concentrations (D) in rats fed a standard (SD) or a high-fat
(HF) diet. Values are means ± SE, n = 9-10 rats/group. + $ignificantly different from SD
fed rats,p <0.05. * Significantly different from week 0,p <0.05. & Significantly different
from week 6,p <0.05.
Fig 4. Plasma glucose (A) and plasma insulin concentrations measured in peripheral (B)
and portai (C) blood in rats fed a standard (SD) or a high-fat (11F) diet. Values are means ±
SE, n = 9-10 rats/group. + Significantly different from SD fed rats,p < 0.05. * Significantly
different from week 0,p <0.05. & Significantly different from week 6,p < 0.05.
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Fig 5. Body weight (A), mean daily energy intake (B), the sum of the relative weights of
the three intraabdominal fat pads (mesenteric, urogenital, and retroperitoneal) (C) and the
subcutaneous fat pad weight relative to 100 g BW (D), liver triacylglycerol concentration
(E), and plasma non-esterified fatty acids (NEFA) (F) between rats prone (HF-OP) or
resistant (HF-OR) to high-fat diet-induced obesity and control rats on the SD diet. Values
are means ± SE, n = 5 rats/group in HF-OP and HF-OR rats and n 9 rats/group in SD rats.
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The purpose of the present study was to determine whether an acute bout of treadmili
running could improve high-fat diet-induced hepatic insulin resistance in rats and if this
could be associated with liver AMPK activation. Male Wistar rats fed a standard (SD) or a
high-fat (HF) diet for 3 weeks were submitted to a hyperinsulinemic euglycemic clamp
with tracer (D-[3-3H]-glucose) infusion for the determination of endogenous glucose
production (EGP). On the day of the experiment, high-fat fed rats were randomly assigned
to a group that remained at rest (HF-Rest) or a group that was subjected to 30 min of
treadmili running (HF-Ex). Suppression of EGP during the clamp was lower in HF-Rest
compared to SD-Rest rats (P < 0.05) indicating a state of hepatic insulin resistance with
high-fat feeding. However, suppression of EGP during the clamp was flot different between
HF-Ex compared to $D-Rest rats (P> 0.05) indicating an improvement in hepatic insulin
sensitivity afier acute exercise. Liver phospho-AMPK Thrl 72 levels were 30% lower in
HF-Rest compared to SD-Rest rats (P< 0.05). Liver phospho-AMPK Thr172 levels were
completely restored to normal levels in 11f-Ex rats (P > 0.05). Liver triacylglycerol content
was 2 fold higher in Hf-Rest compared to SD-Rest rats (P < 0.05). No effect of acute
exercise was observed on liver TAG (P> 0.05). In conclusion, an acute bout of exercise
can improve high-fat diet-induced liver insulin resistance. Activation of liver AMPK could
be in part responsible for the enhanced action of insulin with acute exercise.




Non-alcoholic hepatic steatosis which is characterized by an accumulation of
triacylglycerol within hepatocytes, is now recognized as the hepatic component of the
metabolic syndrome (21). Ibis affection has been associated with the development of
insulin resistance and insulin signaling defects in the liver in both humans and rodents (13,
20, 25, 26). Chronic high-fat feeding in rats is a widely used mode! to induce hepatic
steatosis as well as hepatic insulin resistance (4, 17, 28). In the liver, insulin resistance is
characterized by an impaired ability of insulin to suppress hepatic glucose production. The
exact mechanism by which the accumulation of triacy!glycerol leads to insulin resistance
bas yet to be resolved, but could involve the activation of isoforms of PKCs by fatty-acid
derived metabolites, leading to impairment in insulin signaling (18, 25). High-fat diet
induced hepatic steatosis and insulin resistance are indeed associated with the buildup of
intracellular fatty-acid derived metabolites such as malonyl-CoA, long-chain fatty acyl
CoA (LCFA-C0A), and diacylglycerol (DAG) (11, 22, 25).
Exercise has long been prescribed as a therapeutic tool for the prevention and the treatment
of type 2 diabetes, and an acute period of exercise has been shown to improve muscle
insulin sensitivity (7, 12, 22, 27). However, there is a paucity of information on the effects
of acute exercise on liver insulin resistance. A study conducted by Oakes et al. (22) failed
to show an improvement in high-fat diet-induced hepatic insulin resistance in rats subj ected
to an acute bout of exercise. However, in that study, hepatic insulin resistance was assessed
24 h afier the termination of the exercise period. On the other hand, 30 min of treadmili
running in normally fed rats has been shown to increase the activity of liver AMP-activated
protein kinase (AMPK) measured 30 min afier the completion of the exercise bout (23).
This resulted in decreased liver content of malonyl-CoA attributed to inhibition of acetyl
CoA carboxylase (ACC) and activation of malonyl-CoA decarboxylase (MCD) by AMPK
(23). Pharmacological activation of AMPK has been shown to improve liver insulin
sensitivity. A single injection of the AMPK activator AICAR in chronically high-fat fed
rats reduced the levels of liver triacylglycerol and malonyl-CoA and enhanced hepatic
insulin sensitivity on the day following the injection (11). Moreover, the lipid-lowering and
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insulin sensitizing effect of metformin in the liver have been attributed to the activation of
AMPK (30, 31). AMPK activation is thus an interesting mechanism by which acute
exercise could sensitize the liver to the action of insulin.
This study was designed to determine whether an acute bout of exercise could improve
high-fat diet-induced hepatic insulin resistance and if this was associated with activation of
AMPK. To do so, endogenous glucose production (EGP) was measured during a
hyperinsulinemic euglycemic clamp with tracer infusion started 15 min afier an acute bout




Male Wistar rats (n=19, Charles River, St-Constant, PQ, Canada), weighing 250-300g were
housed individually and had free access to food and tap water. Their environment was
controlled in ternis of light (12:12-h light-dark cycle starting at 6:00 AM), humidity and
temperature (20-23°C). All experiments were conducted in accordance with the regulations
ofthe Canadian Council on Animal Care.
Preparation ofanimais
A few days afier their arrivai, ail rats were randomly assigned to either a high-fat or a
standard diet regirnen for 3 weeks. The HF diet consisted of 45% lipid, 36% carbohydrate,
and 22% protein (kcal) and was provided in pellets from Harlan Teklad (TD 03350, iN,
USA). Lipids inciuded in the high-fat diet consisted of lard (41% saturated fat, 44%
monounsaturated fat, and 9% polyunsaturated fat). The standard diet (12.5% lipid, 63.2%
carbohydrate, and 24.3% protein; kcal) consisted of usual pellet rat chow (Agribrands
Purina Canada, Woodstock, Ontario). Both diets are presented in details in Table 1. During
the second week of their respective diet, ail rats were mn for five days, 10 minlday, 10-15
mlmin, 0% siope, on a motor-driven rodent treadmill (Quinton Instruments, Seattie, WA) to
accustom them to the treadmiil. During the third week of their respective diet regimen, ail
rats stayed at rest and were subjected to the surgical procedure for the implantation of
catheters. Food intake and body weight of ail rats were monitored 5 times per wk.
Surgical procedures
Four to eight days before the day of the experiment, ail rats were anesthetized
(ketamine/xylazine, 100/20 mg/kg, ip) and implanted with catheters (PE-50) in the right
jugular vein and in the lefi carotid artery. The jugular catheter was used for infusion of
tracer (D-[3-3H]-glucose), insulin and unlabeled glucose, and the lefi carotid artery was
used for blood sampling. The catheters were tunneled subcutaneously, exteriorized at the
back of the neck, filled with a heparinized saline solution (500 IU/rnI) containing 30%
glycerol to keep them patent, and closed untii the day of the experiment. Animals were
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given a minimum of a 4-day postoperative recovery and only rats that regained weight afier
the surgery were used for the study. Rats in the 11f diet group were kept on the 11f diet
afier the surgery, until the day of the experiment.
Groups and acute exercise protocoÏ
On the day of the experiment. food was removed from the cages 5-7h prior to the start of
the experiment and high-fat fed rats were randomly divided into two groups. The first
group of rats remained at rest (Hf-Rest) while rats from the second group were subjected to
an acute period of running on the treadmili (20-24 mlmin for 30 minutes, 0% siope) (Hf
Ex). The third group consisted of rats fed a standard diet that remained at rest on the day of
the experiment (SD-Rest). Before the resting or exercising period, the carotid and jugular
catheters were connected to unes containing a sterile heparinized saline solution (50 IU/mi)
and were verified for permeability.
Basal values
Rats with a non-patent carotid artery catheter on the day of the study were used for the
measurement of basal values (Hf-Rest basal: = 7; 11F-Ex basal: n 6; SD-Rest basal: n =
7). They were anesthetized (sodium pentobarbitai, 50 mg/kg, ip), and blood and various
tissue samples were coilected as described in the blood and tissue sampling section. Rats in
the 11F-Ex group were anesthetized 15 min after the compietion of the exercise bout.
Hyperinsulinemic euglycemic clamp
The ciamp studies were performed on conscious, unrestrained, chronicaily catheterized HF
Rest (n = 7), 11F-Ex (n = 6) and SD-Rest (n = 6) rats. Rats in the HF-Ex group were
evaluated 15 minutes afier the completion of the exercise bout. The jugular catheter was
coimected to a 3-way swivel coimected to 3 precision infusion pumps (Harvard apparatus)
for the infusions of tracer, insulin, and unlabeied glucose. Ail clamps were started between
12:00 AM and 2:00 PM to prevent from diumal metabolic variations between animals. At
time -70 mm, a primed (3.3tCi) I continuous (0.093iCi/min) infusion ofD-[3-3H]-Glucosc
(PerkinElmer, Boston, MA) was administered until time O min. Biood sampies were drawn
at time -20 mm, -10 min (220p1) and O min ($50i1) for the measurements of plasma
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glucose, and tracer specific activity for the calculation ofpreclamp EGP. Samples at time O
min were also used for the measurement of preclamp insulin concentrations. Afier blood
sampling at time O mm, a primed (7lmU/kg) / continuous (4.2mU/kg/min) infusion of
insulin (ftom porcine pancreas: Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) was started
simultaneously with an infusion ofunlabeled glucose (20% Dextrose, Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ) at variable rates, for 120 min and the tracer infusion was doubled at the same
time (0.186 tCi/min) to keep the tracer specific activity as constant as possible throughout
the duration of the clamp. Small blood samples (55 jil) were drawn at 2.5-5 min intervals
and immediately analyzed for glucose concentrations (Glucose analyzer, Yellow Springs
Instruments 2300, YelÏow Springs, OH). The infusion of glucose was then adjusted to keep
blood glucose constant at 5 mmol/L. Larger blood samples (220 pi) were drawn at 90, 100,
110 and 120 min for the measurement of tracer specific activity. A larger blood sample
(850 pi) was drawn at 60 and 120 min for the measurement of plasma insulin levels. When
larger blood samples (0, 60 and 120 mm) were drawn, blood was collected in ethylene
diamine tetraacetic acid rinsed syringe (EDTA, 15%) and, afier centrifugation, the
remaining red blood cells were resuspended in sterile saline and re-injected into the
animals. Immediately afier the last blood sample was taken at the end of the clamp study
(120 mm), rats were anaesthetized (sodium pentobarbital, 50 mg/kg, ip) and blood and
various tissue samples were collected as described in the blood and tissue sampling section.
CalcuÏations
The glucose disappearance rate (Rd) and endogenous glucose production rate (EGP) were
calculated according to the method described by Kraegen et al. (16):
RdRa*/SAg and EGPRd—GIR,
where Ra* is the tracer infusion rate (nCi/min), SAg is the steady-state value of glucose
specific activity (nCi/mg) (mean of measurements from times -20, -10 and O min for
preclamp values; mean of measurements from time 90, 100, 110 and 120 min for clamp
values), and GIR is the unlabeled glucose infusion rate (0 in the preclamp state) assessed
over a 30-min period from 90 to 120 min afier the start ofthe insulin infusion.
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Blood and tissue sarnplings
Under general anesthesia, the abdominal cavity was rapidly opened following the median
une of the abdomen. Blood was drawn rapidly (<45 s) from the abdominal vena cava (-4
ml) into syringes pre-rinsed with EDTA (15%). Blood was centrifuged (3000 RPM for $
mm, 4 °C) and the plasma kept frozen at —7$ °C for further analysis. The liver was then
rapidly excised and its median lobe was freeze-clamped and used for the determination of
triacylgycerol (TAG) and glycogen content as well as Westem-blot analyses. Epididyma!
and retroperitoneal fat pads and the right lower lirnb triceps surae muscles (plantaris,
soleus, media! and lateral gastrocnemius) were carefully excised, weighed, and stored at —
7$ °C until analyses.
Analytical Frocedures
For the assay of D-[3-3H1-Glucose radioactivity, 70 jil of plasma was deproteinized with 35
tl of iN perchloric acid and centrifuged as described previously (15). Duplicate aliquots
(30 tl) of the supematant were evaporated ovemight under a stream of air to remove
tritiated water. The dry residue was redissolved in 200 tl of water and counted in 3 ml
scintillation liquid (Sigma-Fluor, Sigma Chemicals, $t-Louis, MO) using a liquid
scintillation beta counter. Correction for counting efficiency was aiways carried out by
means of dilutions of the infusate with plasma run in paralle! with plasma samples (15).
Plasma glucose concentrations were determined with the use of a glucose analyser (Yellow
Springs Instruments 2300, Yellow Springs, OH). Plasma insulin concentrations were
measured with a commercially available radioimmunoassay kit (Medicorp, Montréal, P.Q.
and ICN Pharmaceuticals, New York, NY). Plasma TAG were measured with a kit from
Sigma Diagnostics (St-Louis, MO).
Liver TAG concentration was estimated from glycerol released afier ethanolic KOH
hydrolysis using a commercial kit (Sigma Diagnostics, St-Louis, MO). Although this
method does not discriminate between glycerol from phospholipids or TAG, Frayn and
Maycock (6) have shown that omitting removal of phospolipids leads to only a ±2% enor
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in the determination of tissue TAG. Liver glycogen content was determined by use of the
phenol-sulfuric acid reaction (19).
Sample preparationfor Western-blots
Freeze-clamped liver were powdered under liquid nitrogen and homogenized in a lysis
buffer solution (l5OmM NaCl, lOmM Tris-HCY, 1mM EDTA, lmM EGTA, 5OmM Naf,
1% v/v Triton, 0.5% v/v Igepal CA-360, lmM Na3VO4, ltg!ml Leupeptin, 10tg/m1
Aprotinin, 500mM PMSF, pH 7.4). Homogenates were vortexed thoroughly every 5 min
for 60 min at 4°C and centrifuged at 3000 g for 15 min to get rid of cellular debris. Total
protein content of the supematant was measured using the BCA protein assay (Sigma
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), adjusted to 1 tg/ji1 by diluting in SDS sample buffer
(l2OmM Tris-HCL, 4% w/v SDS, 10% v/v mercaptoethanol, 20% v/v glycerol, pH 6.8)
and immersed in near-boiling water for lOmin.
Western-Blots
Samples (lOOjig of protein) were electophoresed in a 10% SDS-PAGE gel. Upon
completion of the electrophoresis, proteins were transferred onto a polyvinylidene fluoride
membrane (PVDf) (Millipore, Billerica, MA) that had been pre-wetted in 100% methanol
and equllibrated in transfer buffer (25mM Tris-base pH 8.3, 192mM glycine, 10% v/v
methanol). Transfer was run for 1.5 h at a constant 0.8A. The uniformity of transfer
between samples was checked with Ponceau S before the membrane was incubated in
blocking buffer (TBS, 0.1% Tween-20, 5% w/v nonfat dry milk) for 1.5 h at room
temperature. The membrane was washed in buffer (TBS, 0.1% v/v Tween-20) 3 times for 5
min at room temperature and then incubated ovemight at 4°C with phospho-AMPK Thrl 72
antibody (Celi Signaling Technology, Beverly, MA; 1:2000). The membrane was then
rinsed in washing buffer 3 times for 5 min and incubated in HRP-conjugated anti-rabbit
IgG antibody (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA; 1:100 000) for 1 h at room
temperature and then washed again 3 times for 5 min. Membrane was exposed to ECL
Advance Western blotting detection kit (Amersham Biosciences, England) for 5 min and
then exposed to X-ray film. The membrane was stripped for 30 min at 50°C in stripping
buffer (lOOmM mercaptoethanol, 2% SDS w/v, 62.5mM Tris-HC1, pH 6.7) and then
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reprobed for f3-actin (Abcam, Cambridge, UK; 1:2000) as a Joading control, following the
same procedure as described above.
Statistical A naÏysis
Values are expressed as means ± SE. Statistical analyses were performed by a one-way or a
two-way ANOVA for repeated or non-repeated measures as appropriate. Fisher’s post-hoc
test was used in the event of a significant (P <0.05) f ratio. The significance of the f ratio
for steady-state endogenous glucose production during the clamp was P = 0.1341. Given
the differences between the means of the groups and the physiological relevancy of such
resuits, f isher’s post-hoc test was used.
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Resuits
Body composition and energy intake in rats usedfor basal and clamp values
Initial and final body weights of rats were flot significantly different (P> 0.05) between ail
groups (Table 2). Daily energy intake in kcal was higher (P <0.05) in Hf-Rest and Hf-Ex
rats compared to standard fed rats. Epididymal as well as retroperitoneal fat pads weights
were higher (P < 0.05) in HF-Rest and HF-Ex rats compared to standard fed rats. No
significant differences (P> 0.05) between groups were found in the weights of the right
hind limb triceps surae. A single bout of exercise in high-fat fed rats had no significant
effect (P> 0.05) on body weight, intraabdominal fat pads weight, and muscle weights.
Plasma and Ïiver variables ofrats usedfor basal and clamp valites
Plasma TAG levels were similar (P > 0.05) between the 3 experimental groups whether
measured in the basal or post-clamp state (Table 2). The hyperinsulinemic euglycemic
clamp significantly decreased (P < 0.05) the levels of plasma TAG in the 3 experimental
groups compared to basal values.
Liver triacylglycerol content of high-fat fed rats whether in the basal state or afier the
hyperinsulinemic euglycemic clarnp was increased by 2 fold (F < 0.05) compared to
standard fed rats (fig. lA). Thirty minutes oftreadmill running had no effect (F> 0.05) on
liver TAG levels of high-fat fed rats. Liver glycogen content was not significantly different
(P> 0.05) between the 3 experimental groups and was slightly reduced (P < 0.05) in the
post-clamp state compared to basal values (fig. 1 B).
Hyperinsulinemic euglycemic clamp study
Preclamp values of plasma insulin were significantly higher (P < 0.05) in high-fat fed
compared to standard fed rats (Table 3). Levels of plasma insulin achieved during the
clamp were similar (P > 0.05) between the 3 experimental groups. No differences (P >
0.05) were found in plasma glucose concentrations between the 3 experimental groups,
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whether measured before or during the clamp study. Preclamp EGP was not significantly
different (P > 0.05) between the 3 experimental groups (Fig. 2C).
No significant differences (P> 0.05) were found between the 3 experimental groups in the
rate of disappearance of glucose (Rd), indicating that whole-body insulin sensitivity was
flot altered with high-fat feeding (Fig. 2A). In face of similar Rd between groups, the
glucose infusion rate necessary to maintam euglycemia is a function of endogenous glucose
production. GIR during the clamp was lower (P < 0.0 1) in rested high-fat fed compared to
rested standard fed rats (Fig. 2B). Acute exercise prior to the clamp resulted in increased
GIR so that it was not significantly different between HF-Ex and SD-Rest rats (P> 0.05).
Suppression ofEGP during the clamp was higher (ANOVA P= 0.13, Fisher’s Post-Hoc P
< 0.05) in standard fed animais compared to rested high-fat fed rats indicating a state of
hepatic insulin resistance with high-fat feeding (Fig. 2D). This difference was no more
significant (P> 0.05) when high-fat fed rats were submitted to acute exercise prior to the
clarnp, indicating an improvement in hepatic insulin sensitivity following acute exercise.
Phospho-AMPK levels ofrats usedfor basal and clamp values
Leveis ofphosphorylated AMPK Thr172 in the liver were 30% lower (P <0.05) in rested
high-fat fed compared to standard fed rats (Fig. 3A). Thirty min of treadmili running in
high-fat fed rats significantly increased (P < 0.05) the content of liver Phospho-AMPK
Tbr172 to levels similar to the ievels observed in standard fed rats (P 0.73). Levels of
Phospho-AMPK Thrl 72 were flot different (P> 0.05) between the basai and the post-cÏamp
state indicating that the increase induced by acute exercise was maintained as long as -200
min afier the cessation ofmnning.
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DISCUSSION
Three weeks of high-fat feeding in the present study resulted in hepatic insulin resistance
and this was associated with a 30% reduction in the levels of liver phospho-AMPK
compared to standard-fed rats (Fig. 2D, 3). Conversely, high-fat fed rats that were fun for
30 min prior to the clamp showed improvement in hepatic insul in sensitivity and this was
accornpanied by a complete restoration of the levels of liver phospho-AMPK. Taken
together, our resuits indicate that a single bout of exercise improves insulin sensitivity in
the liver. We also show, for the first time, that high-fat feeding chronically lowers the levels
of liver phospho-AMPK and that a single bout of exercise completely restores these levels
to normal.
Chronic high-fat feeding in rats has been shown to induce non-alcoholic hepatic steatosis in
numerous studies (8, 11, 16, 25). It is now becoming widely accepted that this
accumulation of lipids in the liver alters the suppressive effect of insulin on hepatic glucose
production (11, 16, 25). In accordance with these previous fndings, the high-fat diet
regimen used in the present study resulted in marked hepatic steatosis (Fig. lA). The
present HF feeding regimen also significantly raised fasting plasma insulin levels (Table 3).
This state of fasting hyperinsulinemia induced by high-fat feeding may have contributed to
liver lipid synthesis and storage since insulin is known to stimulate both of these pathways
(5, 9, 14). Furtherrnore, the present state of hepatic steatosis was associated with a reduced
capacity of insulin to suppress endogenous glucose production. This is shown by the —‘4-
fold higher EGP rate during the clamp in HF-Sed compared to SD-Sed rats (Fig. 2D).
Higlier levels of liver insulin resistance have been reported afler 3 weeks of high-fat
feeding but with a high-fat diet regimen containing 60% of lipids (11, 16). Overail, high-fat
fed rats in the present study were characterized by hepatic insulin resistance associated with
hepatic steatosis. Liver glycogen content was flot diffcrent between the 3 experimental
groups and thus could flot account for the differences found in EGP during the clamp. The
slightly lower levels of hepatic glycogen found afier the clamp compared to the basal
values are difficult to interpret considering the known stimulatory effect of insulin on
glycogen synthesis. These lower levels might due to the cross-sectional design ofthe study.
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The major finding of the present study is that a single bout of exercise in chronically high
fat fed rats improved hepatic insulin sensitivity. This is shown by the -2-fold lower EGP
rate during the clamp in 11F-Ex rats compared to HF-Sed rats (Fig. 2D). To our knowledge,
only one research group lias studied the effects of acute exercise on liver insulin resistance
(22). In their study, Oakes et al. (22) faiied to show an improvement of high-fat diet
induced hepatic insulin resistance in rats subjected to an acute bout of exercise. However,
in that study, hepatic insulin resistance was assessed 24 h afier the termination of the
exercise period while we measured hepatic insulin sensitivity 15 min afler the completion
ofthe exercise bout. It is Iikely that 24 h is too long a duration to keep the beneficial effects
of a single bout of exercise on liver insulin sensitivity.
In the present study, we also provide the first evidence that liver phospho-AMPK is
chronically reduced with high-fat feeding and that acute exercise in high-fat fed rats results
in the complete restoration of liver phospho-AMPK content to the levels observed in
standard-fed rats (Fig. 3). AMPK is a protein kinase that plays a pivotal role in regulating
energy balance within the ceil and at the whole-body level by switching-off energy
consuming pathways and switching-on alternative pathways for ATP regeneration (1, 2,
10). It lias been reported that the activity of AMPK is mirrored by the phospliorylation
status of Thr 172 under ail conditions tested (1). Increasing evidence suggest that AMPK is
a key piayer in liver lipid metabolism by inhibiting lipid synthesis and activating its
oxidation (3, 23, 31). Liver AMPK activation by exercise is reported to lower the levels of
malonyl-CoA and favor lipid oxidation (23). The accumulation of fatty-acid derived
metabolites has been recently directly linked with alteration of liver insulin sensitivity (25).
The proposed mechanism is an intracellular fatty-acid-induced increase in PKC- and
JNKY activity which may interfere with eiements of insulin signaling pathway (25). Hence,
the phosphorylation status of liver AMPK may play a roie in liver insulin sensitivity by
influencing intracelluiar lipid partitioning. In the present study, we observed a 30% lower
level of liver phospho-AMPK in high-fat fed insulin resistant rats (Fig. 3). To our
Imowiedge, this is the first evidence of chronically decreased levels of liver phospho
AMPK with high-fat feeding. This suggests that chronically reduced levels of liver
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phospho-AMPK with high-fat feeding could participate in the induction ofhepatic steatosis
and liver insulin resistance. Accordingly, the lipid abnormalities and development of
diabetes in ZDf rats have been found te be closely related te a diminished AMPK activity
in this genetic mode! of type 2 diabetes (29). Conversely, a single injection of the AMPK
activator AICAR in chronically high-fat fed rats reduced the levels of liver triacylglycerol
and malonyl-CoA and enhanced hepatic insulin sensitivity on the day following the
injection (11). Moreover, the lipid-lowering and insulin sensitizing effect of metformin in
the liver have been attributed te the activation of AMPK (30, 31). In agreement with these
reports, the present study is the first te provide evidence that a physiological condition
known te increase the activation of AMPK in the liver, namely an acute period of exercise,
resuits in an improvement in HF diet-induced liver insu!in resistance.
It is noteworthy that the acute period of exercise was not sufficient te reduce liver TAG
levels in the present study (fig. lA). It is possible that in order te reduce hepatic steatosis,
the exercise period has te be more intense and/or prolonged or, as shown previously (8),
repeated chronically. An accumulating body of evidence suggests that triacylglycerol are
rather a marker of intrace!lular lipid accumulation and that the real guilty party leading te
impaired insulin sensitivity would be the buildup ofthe more metabelically active cytoselic
fatty-acid derived metabolites such as malonyl-CoA, LCfA-CoA, and DAG (11, 22, 25). It
is possible that an acute bout of exercise was sufficient te cause a decrease in malonyl
CeA, as shown by Park et al. (23), but net te reduce the levels of TAG. Notwithstanding
this, acute exercise in the present high-fat fed rats resulted in improved liver insulin
sensitivity associated with the complete restoration of liver phespho-AMPK levels. This
amelioration of liver insulin sensitivity with acute exercise did net, however, result from
lower intracellular TAG !evels.
The effect of prier exercise on AMPK activity in tissues other than muscle has received
little attention. Activation of liver AMPK has been reported in standard-fed rats run for 30
min at 21 mlmin on a 12% grade and evaluated 30 min afier cessation ofexercise (23). This
increase in AMPK activity was accompanied by a decrease in liver content ofmalonyl-CoA
attributable te diminished ACC activity and increased MCD activity (23). Carlson et al. (3)
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also found an increase in liver AMPK activity and a decrease in liver ACC activity in
standard-fed rats afier 10 min oftreadmill running at 32 m!min but failed to find changes in
these enzymes when the duration of exercise was longer (120 mm) and the intensity lower
(16 m/min, 15% grade). The reason for these discrepancies remains to be determined (24).
We report in the present study that 30 min of treadmili running (22 mlmin, 0% grade) in
chronically high-fat fed rats resulted in the activation of liver AMPK, and that this activated
state remained until the end of the clamp, i.e. as long as —2OO min after cessation of
exercise.
In conclusion, our resuits indicate that a single bout of exercise improves high-fat diet
induced hepatic insulin resistance in rats and that this is associated with increased
activation of liver AMPK for several hours after the cessation of the exercise period. We
also provide the first evidence of chronically decreased levels of liver phospho-AMPK with
high-fat feeding. However, the ability of this enzyme to be activated by exercise is not
altered by the high-fat feeding. These results emphasize the interest in considering exercise
as a therapeutic tool for the management of fatty liver and hepatic insulin resistance.
17$
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Fig 1. Liver triacylglycerol (A), and liver glycogen (B) content rneasured in the basal state
and afier the hyperinsulinemic euglycemic clamp in rats fed a standard ($D) or a high-fat
(HF) diet for 3 weeks and kept at rest (Rest) or acutely exercised (Ex) prior to the clamp.
Values are means + SE, n = 6-7 rats/group.* Significantly different from SD-Rest rats,
P<0.05. & Significantly different from the basal state, P < 0.05.
Fig 2. Steady-state glucose disappearance rate (Rd) (A), steady-state glucose infusion rate
(B), endogenous glucose production before (C), and during the clamp at steady-state (D) in
rats fed a standard (SD) or a high-fat (HF) diet for 3 weeks and kept at rest (Rest) or acutely
exercised (Ex) prior to the clamp. Values are the means of measurements made between
min 90 and 120 of the hyperinsulinernic euglycemic clamp, except for preclamp
endogenous glucose production values for which the means of measurements were made at
-20, -10 and O min prior to the clamp. Values are means + SE, n = 6-7 rats/group.
*significantly different from SD-Rest rats, P < 0.05.
Fig 3. Ratio of liver Phospho-AMPK Thr172 to 3-actin levels measured in the basal state
and after the hyperinsulinemic euglycemic clamp in rats fed a standard (SD) or a high-fat
(HF) diet for 3 weeks and kept at rest (Rest) or acutely exercised (Ex) prior to the clamp.
Values are means ± SE, n = 6-7 rats/group.* Significantly different from SD-Rest rats,
P<0.05. + Significantly different from HF-Rest rats, P < 0.05.
Table 1. Composition ofthe high-fat (TD 03350) and standard diets.
J-ligh-Fat Diet g!kg Standard Diet gfkg
Casein 230 Crude Protein 181
DL-Methionine 3.4 Crude fat 45
Sucrose, fine ground 200 Crude fibre 34
Com Starch 80 Ash 67
Maltodextrin 140 Nitrogen Free Extract 573
Lard 230 Humidity 100
Cellulose 50
Minerai Mix, AIN-93G-MX (ID 94046) 46
Calcium Phosphate, dibasic (CaHPO4) 3,3




Table 2. Body composition, energy intake and plasma triacylglycerol levels of rats fed a
standard t’$D,) or ci high-fat (Hf) diet for 3 weeks and kept at rest or sztbmitted to an acute
period of exercise (Ex) prior to the ïneasztrements in the basal state and at the end of a
hyperinsulinernic eugÏycemic clamp.
SD-Rest HF-Rcst HF-Ex
Basal state Clamp values Basal state Clamp values Basal state Clamp values
Initial Body 298 ± 5 291 ± 3 284 ± 4 287 ± 4 289 ± 3 293 ± 4
Weight (g)
Final Body 377±8 366±10 377±12 385±15 390±11 382±10
Weight (g)
Energyintake 87±2 84±3 94±1* 103±5* 973* 96±3*
(kcal/day)
Epididymal Fat 4.8 ± 0.6 4.8 ± 0.3 6.7 ± 0.7* 7.5 ± 0.7k 7.4 ± 1.2* 8.4 ± 0.8*
Pad Weight (g)
Retroperitoneal 2.1 ± 0.3 1.9 ± 0.3 4.1 ± 0.6* 4.3 ± 0.6 4.4 ± 0.7 4.8 ± 0.6*
Fat Pad Weight
(g)
Right Triceps 2.4±0.1 2.4±0.1 2.5±0.1 2.5±0.1 2.7±0.1 2.5±0.1
Surac Weight (g)
Plasma TAG 0.57 ± 0.01 0.09 ± 0.Ol& 0.37 ± 0.03 0.06 ± 0.0I& 0.31 ± 0.09 0.06 ± 0.02&
(mM)
Values are means + SE.
TAG: triacylglycerol.
* Significantly different from SD-Rest rats (P < 0.05), & significantly different from animais
killed in the basal state (P < 0.05).
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Table 3. Plasma parameters before (vreclamp) or at steady-state during the
hyperinsulinemic eziglycemic clamp study peijrmed on rats fed o standard (‘8D, or a high
fat (HF) diet for 3 weeks and kept at rest or submitted to acute period of exercise (Ex)
immediatelyprior to the clamp study.
SD-Rest FIF-Rest 1-1F-Ex
Preclamp Clamp Preclamp Clamp Preclamp Clamp
Plasmalnsulin(pM) 121.3±11 1501±327& 192.1±13* 1366±171& 173.1±13.5* 1265±108&
Plasma Glucose (mM) 7.3 ± 0.2 7.9 ± 0.2 7.7 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.7 ± 0.3 7.8 ± 0.2
Values are means ± SE.
Note: Preclamp plasma insulin levels were measured at time O min prior to the clamp.
Preclamp plasma glucose concentrations are the mean ofmeasurements made at -20, -10 and
o min prior to the clamp. Plasma insulin levels during the clamp are the mean of
measurernents made at 60 and 120 min afier the start of the clamp. Plasma glucose
concentrations during the clamp are the mean of measurements made during the last 30 min
ofthe clamp study.
* Significantly different from standard-fed animais (P < 0.05), & signiflcantly different ftom
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3. Chapitre 3- Discussion
3.1. Discussion générale
L’objectif général des quatre études conduites dans le cadre de cette thèse était d’élargir les
connaissances sur le développement de la stéatose hépatique induite par ce type de diète
ainsi que d’explorer le potentiel de l’exercice en tant qu’agent préventif et curatif de la
stéatose hépatique et de l’insulino-résistance hépatique qui en découle. Le modèle utilisé
afin de réaliser cet objectif fut celui de la stéatose hépatique induite par une diète riche en
lipides chez le rat.
Il est de mise de tout d’abord préciser que les conclusions à tirer de l’ensemble des études
de cette thèse sont limitées par le modèle expérimental utilisé. En effet, il faut être prudent
lorsqu’il vient le temps d’interpréter les résultats observés chez le rat, les conclusions tirées
ne peuvent être directement appliquées à l’être humain. Aussi, l’induction de la stéatose
hépatique par une diète riche en lipides n’est peut-être pas représentative de tous les cas de
stéatoses hépatiques associées à l’obésité et au diabète de type 2. Malgré tout, les
informations obtenues à l’aide de ce modèle ne peuvent faire autrement que de permettre de
mieux comprendre le phénomène général de cette affection hépatique et de ses
conséquences.
Puisque les principaux thèmes de discussion des études ont déjà été abordés dans les
articles présentés dans le chapitre précédent, ils ne seront pas réitérés au cours de cette
section. Ainsi, cette discussion générale sera plutôt consacrée à des hypothèses et
spéculations qui n’ont pas été mentionnées dans les articles ou que l’analyse de l’ensemble
du travail de cette thèse peut permettre d’élaborer.
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Reflexion sur l’exercice dans un contexte de stéatose hépatique non-alcoolique et
d’insutbto-résista,tce hépatique induites par les lipides.
Dans les deux premières études, nous avons étudié les effets de l’entraînement physique sur
des facteurs extrahépatiques qui puissent être bénéfiques à la stéatose hépatique associée à
l’obésité. Nous avons constaté que $ sem d’entraînement physique, qu’elles soient débutées
de façon concomitante à $ sem de diète riche en lipides (étude 1) ou conduites durant les $
dernières semaines d’un régime de 16 sem de diète riche en lipides (étude 2), apportent des
améliorations extrahépatiques nettes, telles une diminution des AGL circulants et une
réduction de l’adiposité sous-cutanée et intra-abdominale. De façon intéressante, les effets
de l’entraînement sur les AGL et l’adiposité furent tout aussi importants lorsque
l’entraînement fut débuté en même temps que la diète HF que lorsqu’il fut débuté après 8
semaines de diète HF (Tableau VI).
Tableau VI. Comparaison entre l’effet relatif de 8 sem d’entraînement débutées en même temps qu’une
diète Hf (étude 1) et l’effet relatif de $ sem d’entraînement conduites durant les $ dernières sem d’un
régime de 16 sem de diète HF (étude 2) sur les AGL plasmatiques, l’adiposité sous-cutanée et ultra-
abdominale ainsi que sur les TAG intrahépatiques.
Étude I : Étude 2:
HF-Tr vs HF-Sed HF16-Tr vs HFI6-Sed
AGL plasmatiques 40%* 40%*
Adiposité sous-cutanée 24%* i 26%*
Adiposité intra-abdominale 1 23%* 31 %*
TAG intrahépatiques l- 29%* I- 13%
4’ Significativement différent du groupe sédentaire respectif, P < 0,05.
Ces résultats montrent que l’entraînement physique est d’une part un moyen efficace de
prévenir la détérioration du profil lipidique sanguin et l’augmentation des dépôts adipeux
induits par une diète riche en lipides et, d’autre part, qu’il est un moyen efficace pour traiter
ces problèmes lorsqu’ils sont déjà présents. Les mécanismes par lesquels l’entraînement a
provoqué ces améliorations n’ont pas été étudiés dans ces deux premières études mais il est
bien connu qu’une des adaptations à l’entraînement est l’augmentation de l’utilisation des
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lipides en tant que substrats énergétiques (25, 97). Il est donc légitime de spéculer que dans
nos études, les rats entraînés ont accumulés moins de lipides adipocytaires et moins d’AGL
en circulation parce qu’ils oxydaient plus de lipides.
Puisqu’il est suggéré que l’augmentation des AGL circulants favorise la prise et
l’accumulation de lipides hépatiques (tel que discuté à la section 1.2.1.1), la réduction des
niveaux d’AGL circulants par l’entraînement devrait théoriquement favoriser la réduction
de la stéatose hépatique. En accord avec cette hypothèse, suite à l’entraînement dans l’étude
1, une diminution des AGL circulants de 40% (Tableau VI) fut associée à la prévention
complète de la stéatose hépatique normalement induite par $ sem de diète HF (figure 4C,
étude 1). Par contre, lorsque l’entraînement fut débuté suite à $ sem de diète HF (étude 2),
bien que l’entraînement ait provoqué une diminution tout aussi importante des AGL
plasmatiques que dans l’étude 1, cette fois les effets de l’entraînement sur les lipides
intrahépatiques furent moindres (Tableau VI). La raison de cette différence reste obscure,
mais il semble, suite à ce qui a été observé dans notre étude 3, que les lipides
intrahépatiques puissent se résorber d’eux-mêmes au cours du temps et ce, sans
manipulations expérimentales (figure 1D, étude 3). Il est donc vraisemblable que l’absence
d’effet de l’entraînement observée dans l’étude 2 soit simplement due au fait qu’après 16
sem de diète Hf, les rats HF-Sed ne présentaient pas de stéatose hépatique significative
(figure lA, étude 2). Cette hypothèse sous-entend que l’entraînement n’aurait d’effet
réducteur sur les lipides hépatiques que si le niveau de ceux-ci est plus élevé que la
normale. Notre deuxième étude ne comportait pas de groupe de rats nourris avec la diète
SD et ayant été entraînés qui puisse nous permettre de vérifier cette hypothèse. Par contre,
cette hypothèse est appuyée par les résultats de notre première étude ainsi que ceux
d’études publiées par d’autres laboratoires (63, 160, 212) dans lesquelles l’entraînement n’a
eu aucun effet sur les lipides hépatiques des rats nourris avec une diète SD et donc qui
avaient des niveaux normaux de lipides intrahépatiques.
Suite à l’analyse des 3 premières études, iL est important de mentionner que le design
expérimental de type transversal que nous avons utilisé est susceptible d’avoir introduit
certains biais. L’utilisation de la technique de mesure des lipides intrahépatiques de façon
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in vivo par SRN’TN aurait été une façon de remédier à cette situation. En permettant
d’observer la cinétique de développement de la stéatose de façon longitudinale sur 16
semaines à même l’étude 2, cette technique de SRMN aurait non seulement permis de
condenser les études 2 et 3 mais aussi de conclure avec plus d’assurance que le manque
d’effet du programme d’entraînement de l’étude 2 était probablement dû au fait que la
stéatose s’était résorbée d’elle-même chez les rats HF16-Sed.
Quoiqu’il en soit, nous avons clairement montré au cours de nos 2 premières études que
l’entraînement physique exerce des effets préventifs et curatifs sur des facteurs
extrahépatiques susceptibles de favoriser le développement de la stéatose hépatique non-
alcoolique et que ceci concoure à la prévention complète de l’induction d’une stéatose
hépatique lorsque le programme d’entraînement est débuté et réalisé de façon simultanée à
la diète HF. Suite à ces résultats et étant donné l’accumulation d’évidences scientifiques
suggérant que la stéatose hépatique puisse provoquer de l’insulino-résistance hépatique,
nous avons voulu dans notre 4e étude étudier les effets de l’exercice sur des facteurs
intrahépatiques qui puissent influencer le degré de stéatose hépatique et conséquemment
l’insulino-résistance hépatique induite par les lipides.
Tel que discuté à la section 1.4.1, l’AMPK hépatique est une candidate intéressante
susceptible d’influencer les niveaux de lipides intrahépatiques et la sensibilité hépatique à
l’insuline. D’une part, il a été montré que cette kinase hépatique peut être activée suite à
une session d’exercice aigu et que cette activation résulte en une augmentation de
l’oxydation des lipides hépatiques et une diminution de leur synthèse (figure 24, chapitre
1) (33, 171). D’autre part, les résultats de plusieurs travaux (105, 252, 253) suggèrent que
l’activation de l’AMPK par des composés pharmacologiques est associée à une
amélioration de l’insulino-résistance hépatique induite par les lipides. Nous avons donc
voulu étudier les effets de l’exercice sur 1’AMPK hépatique en même temps que sur
l’insulino-résistance hépatique et la stéatose hépatique.
194
Les résultats de notre quatrième étude ont apporté plusieurs informations pertinentes à
l’étude et à la compréhension de la stéatose hépatique et de l’insulino-résistance induites
par les lipides ainsi qu’à celles des effets de l’exercice sur ces affections hépatiques.
Premièrement, nous avons trouvé des niveaux de phospho-AMPK (la forme active de cet
enzyme) plus faibles chez les rats nourris 3 sem avec une diète HF que chez les rats nourris
avec une diète SD. Ceci indique que l’ingestion de diètes Hf entraîne une diminution de
l’activité de l’AMPK hépatique de façon chronique. Il est à noter que dans cette étude, les
rats nourris avec la diète riche en lipides avaient une ingestion calorique significativement
plus élevée que celles des rats SD. Il est donc difficile de départager les effets des lipides
per se de ceux de l’augmentation de la quantité d’énergie ingérée sur l’état phosphorylé de
l’AMPK. Lorsqu’on considère la fonction de senseur d’énergie cellulaire attribuée à
l’AMPK, il est effectivement possible que cette diminution de la phospho-AMPK chez les
rats Hf soit plutôt due à l’augmentation de l’énergie ingérée qu’à la quantité de lipides
disponibles dans leur nourriture. Cette hypothèse reste à vérifier.
À notre connaissance, notre étude est la première à avoir mesuré les niveaux de phospho
AMPK dans des cas de stéatose hépatique et d’insulino-résistance hépatique induites par les
lipides. Compte tenu des effets inhibiteurs de l’AMPK hépatique sur la synthèse des lipides
hépatiques, la diminution chronique de l’état phosphorylé de l’AMPK hépatique que nous
avons observée est susceptible d’avoir participé à l’induction de la stéatose hépatique par la
diète Hf et, sonséquemment, à l’induction de l’insulino-résistance hépatique (figure 25). À
l’appui de cette hypothèse, la stéatose hépatique et le développement du diabète de type 2
chez des rats ZDf ont été associés à une activité moindre de l’AMPK retrouvée chez ces
animaux (249).
Nous avons aussi observé qu’une session de 30 min d’exercice sur tapis roulant a entraîné
le retour à la normale des niveaux de phospho-AMPK chez les rats J-1f. De plus, ces
niveaux sont restés élevés jusqu’à la fin du clamp, soit plus de 200 min après l’arrêt de
l’exercice. Cette augmentation des niveaux de phospho-AMPK suite à l’exercice était
associée à l’amélioration de la sensibilité hépatique à l’insuline des rats 11F. À partir des
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données qui existent sur les effets de l’activation de l”AMPK hépatique ainsi que celles qui
sont disponibles sur les mécanismes reliant la présence de stéatose hépatique à l’insulino
résistance hépatique, il est légitime de postuler que l’activation de l’AMPK par l’exercice
puisse améliorer la sensibilité à l’insuline induite par les lipides. En poussant un peu plus la
réflexion, il est permis d’émettre l’hypothèse que cette amélioration de l’insulino-résistance
hépatique par l’exercice puisse être due à la cascade d’évènements illustrées en Figure 25,
soient: 1) l’activation de l’AMPK par l’exercice provoque l’augmentation de l’oxydation
des lipides et des dérivés des acides gras (LCFA-CoA, malonyl-CoA, DAG) et la
diminution de leur synthèse. 2) Cette diminution des niveaux hépatiques des dérivés des
acides gras diminue l’effet stimulant qu’ils exercent sur les PKCs. 3) La diminution de
l’activation des PKCs diminue l’effet inhibiteur de celles-ci sur les éléments de la cascade
de signalisation de l’insuline et finalement, 4) la sensibilité hépatique à l’insuline est







Figure 25. Lien putatif entre l’activation de l’AMPK par l’exercice et l’amélioration de la stéatose hépatique
et de l’insulino-résistance induite par les lipides. L’exercice augmente l’activité de l’AMPK hépatique ce qui
active l’oxydation des lipides et inhibe leur synthèse. La réduction des niveaux hépatiques des dérivés des
acides gras comme les LCFA-CoA, les DAG et le malonyl-CoA est susceptible de diminuer l’activité des
PKCs et d’ainsi relever les éléments de la cascade de signalisation de l’insuline de l’effet inhibiteur de ces
PKCs. Le résultat net de cette cascade d’événements est une augmentation de la sensibilité hépatique à
l’insuline. Modifié de Ruderman et aI. (188).
Dans notre étude, l’amélioration de l’insulino-résistance hépatique que nous avons
observée suite à l’exercice aigu chez les rats HF n’était pas reliée à une djminution des
TAG hépatiques. Il se pourrait que la période d’exercice ait été suffisante pour diminuer les
niveaux de malonyl-CoA, comme le suggère les résultats de Park et aI. (171), et/ou les
niveaux de LCFA-CoA et de DAG mais qu’elle ait été de trop courte durée pour diminuer
les niveaux de TAG hépatiques. Il est par ailleurs de plus en plus accepté que ce serait













alors que les TAG ne seraient que des témoins de l’accumulation de lipides intracellulaires
($1, 82, 120). Quoiqu’il en soit, dans notre étude, malgré aucun changement dans les
niveaux de TAG hépatiques, l’exercice aigu chez les rats HF a eu pour effet d’améliorer
l’insulino-résistance hépatique et de rétablir les niveaux de phospho-AMPK à la normale.
L’activation de l’AMPK par l’exercice pourrait donc être un mécanisme par lequel
l’exercice aigu améliore la sensibilité hépatique à l’insuline.
La portée de nos résultats est tout de même limitée par le fait qu’aucune mesure n’a été
faite qui puisse relier l’AMPK à la stéatose hépatique et l’insulino-résistance hépatique. Il
aurait en effet été intéressant de mesurer l’activité des enzymes clés du métabolisme des
lipides régulés par l’AMPK (ACC, MCD, mtGPAT, CPT-I), d’évaluer les niveaux des
dérivés des acides gras (malonyl-CoA, DAG, LCFA-CoA) et de mesurer des éléments de la
cascade de signalisation de l’insuline (IRSY, IRS2, PI3K, PKB/Akt, GSK3) ainsi que
l’activité de PKCs.
Les résultats de cette 4 étude constituent tout de même les premières évidences montrant
que l’exercice a des effets bénéfiques sur l’insulino-résistance hépatique induite par les
lipides. Cette étude est de plus la première ayant associé l’activation de l’AMPK hépatique
par l’exercice et l’amélioration de l’insulino-résistance hépatique induite par les lipides. Il
reste donc beaucoup de travail à faire afin de mieux comprendre les effets de l’exercice sur
la stéatose hépatique et l’insulino-résistance hépatique ainsi que de vérifier le lien
mécanistique qu’il pourrait y avoir entre l’activation de la voie de l’AMPK hépatique et les
effets bénéfiques de l’exercice.
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3.2. Conclusion et perspectives
En conclusion, les résultats de nos travaux indiquent que la pratique d’exercice entraîne des
effets bénéfiques sur la stéatose hépatique et l’insulino-résistance hépatique induites par
l’ingestion d’une diète riche en lipides. Ceci souligne l’intérêt de recommander la pratique
d’activité physique afin de prévenir et de traiter ces affections hépatiques.
En effet, nous avons montré que lorsque l’entraînement est débuté et réalisé de façon
concomitante à une diète riche en lipides, la stéatose hépatique normalement induite par ce
type de diète est complètement prévenue. Les effets du même programme d’entrafnement
mais débuté alors que la stéatose hépatique est déjà installée ont été difficiles à évaluer avec
le design expérimental utilisé. Ce programme d’entraînement a par contre entraîné des
améliorations extrahépatiques nettes, comme par exemple une réduction des AGL
circulants et de l’adiposité, qui sont sans doute favorables au maintien d’un niveau normal
de lipides intrahépatiques.
Nous avons aussi observé que l’exercice aigu améliore l’insulino-résistance hépatique
induite par une diète riche en lipides et que cet effet de l’exercice est associé à l’activation
de l’AMPK hépatique. De plus, l’ingestion d’une diète riche en lipides de façon chronique
semble diminuer l’état phosphorylé de l’AMPK hépatique. Cette diminution chronique de
l’état phosphorylé de l’AMPK pourrait participer au développement de la stéatose
hépatique et de l’insulino-résistance hépatique qui en découle. Cette hypothèse reste par
contre à être vérifiée. Ainsi, suite à ces résultats, la voie de l’AMPK hépatique semble être
une candidate de choix vers laquelle diriger de plus amples recherches afin de mieux
comprendre les facteurs intrahépatiques qui sont régulés par l’exercice et qui sont ainsi
susceptibles de prévenir et/ou de traiter la stéatose hépatique non-alcoolique ainsi que
l’insulino-résistance hépatique qui y est associée. Nos travaux étant les premiers à mettre en
lien l’activation de l’AMPK hépatique par l’exercice et l’amélioration de l’insulino
résistance hépatique, beaucoup de travail reste encore à être fait afin de vérifier l’existence
réelle d’un tel lien mécanistique.
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Par ailleurs, ces travaux nous ont révélé que le développement de la stéatose hépatique suite
à l’ingestion chronique d’une diète riche en lipides se fait de façon très rapide et très
marquée dans les premières semaines de diète. Certains mécanismes d’élimination des
lipides hépatiques semblent se mettre en branle par la suite et entraîner la résorption de la
stéatose hépatique. Nous avons postulé dans la discussion de notre 3e article que cette
résorption de la stéatose entre les semaines 2 et 6 de diète HF pourrait être provoquée par
une activation de la voie hépatique de sécrétion des VLDL face à l’accumulation marquée
de lipides hépatiques s’étant déroulée dans les 2 premières semaines de diète Hf.
L’activation de certains enzymes impliqués dans la formation et la sécrétion de VLDL,
comme par exemple DGAT2 et la MTP, pourrait être en cause. Cette hypothèse reste à être
vérifiée.
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